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A b s t r a c t

B i o c h e m i c a l  R e g u l a t i o n  o f  E s t r a d i o l  

B i n d i n g  i n  Huma n  E n d o m e t r i u m  

By

R o s a l y n  D i a n e  B l u m e n t h a l  

A d v i s o r :  D r .  E r l i o  G u r p i d e

T h e  a d d i t i o n  o f  m o l y b d a t e  t o  i n t a c t  o r  h o m o g e n i z e d  c e l l s  

o f  t h e  e n d o m e t r i a l  a d e n o c a r c i n o m a  l i n e ,  H E C - l ,  o r  t o  h o m o -  

g e n a t e s  o f  n o r m a l  e n d o m e t r i u m  d u r i n g  i n c u b a t i o n  w i t h  

I H - e s t r a d i o l  a t  4C c a u s e d  s i g n i f i c a n t  I n c r e a s e s  i n  s p e c i f i c  

c y t o p l a s m i c  E2 b i n d i n g .  T h e  e f f e c t s  o f  m o l y b d a t e  a p p e a r  t o  

i n v o l v e  a c t i v a t i o n  o f  E2  b i n d i n g  r a t h e r  t h a n  p r o t e c t i o n  f r o m  

d e s t a b i l i z a t i o n  o f  b i n d i n g .  F r a c t i o n a t i o n  o f  c e l l  h o m o g e n -  

a t e s  a n d  r e c o m b i n a t i o n  o f  s u b f r a c t i o n s  r e v e a l e d  t h a t  m o l y b ­

d a t e  ( M o 0 4 - )  r e q u i r e s  c y t o s o l i c  f a c t o r s  a s  w e l l  a s  f a c t o r s  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c e l l  m e m b r a n e  t o  e x e r t  i t s  e f f e c t .  T h e  

a d d i t i o n  o f  ATP,  GTP o r  cGMP t o  h o m o g e n a t e s  o f  Hu ma n  E n d o m e ­

t r i a l  C a n c e r  ( H E C )  c e l l s ,  n o r m a l  o r  n e o p l a s t i c  e n d o m e t r i u m ,  

I n c r e a s e d  E2 b i n d i n g  t o  l e v e l s  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o b t a i n e d  

by  a d d i t i o n  o f  M o 0 4 * .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  a d d i -  t i o n  o f  cAMP 

l o w e r e d  E2 b i n d i n g  a n d  c o u n t e r a c t e d  t h e  e f f e c t s  o f  M o 0 4 - ,  

ATP ,  GTP a n d  cGMP.  T h e  b i n d i n g  s i t e s  g e n e r a t e d  by t h e

a d d i t i o n  o f  cGMP w e r e  f o u n d  t o  s e d i m e n t  i n  t h e  8S a n d  4S 

r e g i o n s  o f  l o w  s a l t  g l y c e r o l  g r a d i e n t s .  T h e  e f f e c t s  o f

ATP a n d  GTP w e r e  e l i c i t e d  o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c e l l  me m­

b r a n e  f a c t o r s ,  w h e r e a s  b o t h  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  e x e r t  t h e i r
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r e s p e c t i v e  e f f e c t s  w h e n  a d d e d  d i r e c t l y  t o  c y t o s o l .  I t  I s

h y p o t h e s i z e d  t h a t  M o 0 4 " ,  ATP a n d  GTP a f f e c t  s p e c i f i c  

e s t r o g e n  b i n d i n g  p r i m a r i l y  by I n c r e a s i n g  t h e  cGMP c o n c e n t r a ­

t i o n  t h r o u g h  p r o c e s s e s  I n v o l v i n g  a  p l a s m a  m e m b r a n e  b o u n d  

g u a n y l a t e  c y c l a s e .  T h e  cNMP e f f e c t s  w e r e  r a p i d ,  r e a c h i n g

c o m p l e t i o n  I n  < 1 5  m i n u t e s  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg + + ,  Mn++ o r  

C a + + .  C h a n g e s  I n  e s t r o g e n  b i n d i n g  ( E B )  l e v e l s  w e r e  n o t  

o b s e r v e d  i f  cNMPs  w e r e  a d d e d  t o  ATP d e p l e t e d  c y t o s o l  b u t  

r e s p o n s i v e n e s s  t o  t h e  cNMPs  w a s  r e s t o r e d  u p o n  a d d i t i o n  o f  

e x o g e n o u s  ATP.

F l u c t u a t i o n s  i n  e s t r o g e n  b i n d i n g  b y  HEC c e l l s  I n  c u l t u r e  

h a v e  b e e n  c o r r e l a t e d  w i t h  r a p i d  c h a n g e s  I n  t h e  r a t i o  o f  t h e  

l e v e l s  o f  c AMP/ c GMP.  I n  a d d i t i o n ,  t h e  I n c r e a s e s  I n  EB 

I n d u c e d  b y  m o l y b d a t e  h a v e  b e e n  I n v e r s e l y  r e l a t e d  t o  

c h a n g e s  i n  t h e  c AMP/ c GMP r a t i o .

T h e  ATP r e q u i r e m e n t  f o r  cNMP a c t i v i t y  a n d  t h e  p a t t e r n  o f  

d e p e n d e n c e  o n  d i v a l e n t  c a t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  

cGMP a n d  cAMP e f f e c t s  o n  EB may b e  m e d i a t e d  by t h e  

a c t i o n  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e  d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s .
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INTRODUCTION



I  do n o t  know what  I  may a p p e a r  t o  t h e  w o r l d ;  

b u t  t o  m y s e l f  I  seem t o  h ave  b e e n  o n l y  l i k e  a boy p l a y i n g  

on  t h e  s e a s h o r e ,  and  d i v e r t i n g  m y s e l f  in  now 

and t h e n  f i n d i n g  a s m o o th e r  p e b b l e  o r  a  p r e t t i e r  s h e l l  

t h a n  o r d i n a r y ,  w h i l s t  t h e  g r e a t  o c e a n  o f  t r u t h  l a v  

a l l  u n d i s c o v e r e d  b e f o r e  me.

S i r  I s i a c  hewton



3 .

I n t r o d u c t i o n  

I  M e c h a n i s m  o f  A c t i o n  o f  S t e r o i d s :  ( F i g u r e  I )

A.  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  C y t o p l a s m i c  B i n d i n g  S i t e s

T h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  s t e r o i d s  e n t e r  t a r g e t  t i s s u e  

s t i l l  r e m a i n s  a n  o p e n  q u e s t i o n .  Ma n y  i n v e s t i g a t o r s  b e l i e v e  

t h a t ,  b e c a u s e  o f  t h e i r  l i p o p h i l i c  n o n i o n l c  n a t u r e ,  s t e r o i d s  

f r e e l y  d i f f u s e  t h r o u g h  c e l l  m e m b r a n e s .  T h i s  b e l i e f  i s  s u p ­

p o r t e d  by s u p e r f u s i o n  s t u d i e s  o f  h u m a n  e n d o m e t r i u m  a n d  t h e  

m e a s u r e m e n t  o f  u n i d i r e c t i o n a l  f l o w  o f  s t e r o i d  t r a c e r s  ( E ,  

G u r p i d e  a n d  M.  W e l c h ,  1 9 6 9 ) .  E v i d e n c e  f o r  a  c a r r i e r  s y s t e m  

h a s  b e e n  p r e s e n t e d  b a s e d  o n  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t s  o f  s u l f h y -  

d r y l  b l o c k e r s  o n  e s t r a d i o l  ( E 2 )  e n t r y  a n d  E2 b i n d i n g  ( E .  

M i l g r o m  e t  a l . ; 1 9 7 3 ) .  R e c e n t l y  E2 b i n d i n g  p r o t e i n s  o n  t h e  

s u r f a c e  o f  r a t  e n d o m e t r i a l  c e l l s  h a v e  b e e n  s h o w n  a n d  t h e  

I n v e s t i g a t o r s  s u g g e s t  t h a t  t h e s e  b i n d e r s  may a c t  a s  c a r r i e r s  

( R J .  P i e t r a s  a n d  C . M .  S z e g o ,  1 9 7 7 ) .

T h e  b i n d i n g  o f  s t e r o i d  h o r m o n e  t o  t h e  c y t o p l a s m i c  r e c e p ­

t o r  p r o t e i n  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  t h e  i n i t i a l  s t e p  i n  t h e

a c t i o n  o f  t h e  h o r m o n e  o n  i t s  r e s p e c t i v e  t a r g e t  c e l l .  Th e
.M -8

h o r m o n e  b i n d s  t o  h i g h  a f f i n i t y  ( 1 0  -  10 M) ,  l i m i t e d

c a p a c i t y  ( a p p r o x i m a t e l y  1 5 ^ 0 0 0  s i t e s / c e l l )  c y t o p l a s m i c  s i t e s  

t h a t  s h o w  t i s s u e  s p e c i f i c i t y  a n d  r e s u l t  i n  a b i o l o g i c a l  

r e s p o n s e .  I n  g e n e r a l  t h e  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c e  f o r  

r e c e p t o r  b i n d i n g  a n d  f o r  r e s p o n s i v e n e s s  t o  s t e r o i d  i n  t a r g e t
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c e l l s  I s  s i m i l a r ;  t h e  k i n e t i c s  o f  b i n d i n g  I s  c o m p a t i b l e  t o  

t h e  t i m e  c o u r s e  o f  r e s p o n s e .  C e l l s  t h a t  a r e  d e f i c i e n t  I n

c y t o s o l i c  s t e r o i d  r e c e p t o r  w i l l  b e  u n r e s p o n s i v e  t o  t h e  h o r ­

m o n e .  A s t r i k i n g  c o r r e l a t i o n  e x i s t s  b e t w e e n  t h e  a b i l i t y  o f  

h o r m o n e  a n t a g o n i s t s  t o  i n h i b i t  i n d u c t i o n  o f  r e s p o n s e  a n d  t h e  

a b i l i t y  t o  i n h i b i t  b i n d i n g  o f  r a d i o l a b e l l e d  l i g a n d s  ( J . H .  

C l a r k  e t  a l  . , 1 9 7 8 ) .

S a t u r a t i o n  a n a l y s i s  o f  r a t  u t e r i n e  c y t o s o l  o v e r  a c o n c e n ­

t r a t i o n  r a n g e  o f  0 . 5 - 8 0 n M  e s t r a d i o l  ( E 2 )  i n d i c a t e s  t h e  p r e s ­

e n c e  o f  t w o  b i n d i n g  p r o t e i n s  w h i c h  c a n  b e  r e s o l v e d  b y  t h e  

m e t h o d  o f  S c a t c h a r d  a n d  R o s e n t h a l  ( G .  S c a t c h a r d , 1 9 4 5 j  H.  E .  

R o s e n t h a l ,  1 9 6 7 ) .  B o t h  p r o t e i n s  a r e  s p e c i f i c  f o r  e s t r a d i o l ;  

d l e t h y 1 s t 1 1 b e s t r o 1 c a n  c o m p e t e  w i t h  l a b e l l e d  e s t r a d i o l  w h i l e  

p r o g e s t e r o n e j  t e s t o s t e r o n e  a n d  c o r t i s o l  a t  p h y s i o l o g i c a l  

c o n c e n t r a t i o n s  a r e  u n a b l e  t o  c o m p e t e .  B o t h  b i n d i n g  p r o t e i n s  

s h o w  t i s s u e  s p e c i f i c i t y ^  t h e y  c a n  b e  d e t e c t e d  i n  u t e r u s  

b r e a s t  a n d  v a g i n a  b u t  n o t  I n  s p l e e n ,  k i d n e y  o r  s e r u m .  Th e  

f i r B t  p r o t e i n  ( t y p e  I )  I s  a  h i g h  a f f i n i t y ,  l o w  c a p a c i t y  b i n ­

d e r .  I t  i s  s a t u r a t e d  w i t h  20nM E 2 j  h a s  a  Kd o f  0 . 8nM a n d  

e x i s t s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  l p m o l / 3 0 0 u g  DNA. T h e  s e c o n d

p r o t e i n  ( t y p e  I I )  i s  a  l o w  a f f i n i t y ,  h i g h  c a p a c i t y  b i n d e r .  

I t  s a t u r a t e s  w i t h  80nM E 2 ,  h a s  a n  a p p r o x i m a t e  Kd o f  30nM a n d  

I s  f o u n d  i n  a  3 - 4  f o l d  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  t h a n  t h e  t y p e  I  

s i t e  ( J . H .  C l a r k  e t  a l .  1 9 7 8 ) .  T h e  t y p e  I  s i t e  s e d i m e n t s  

I n  l o w  s a l t  s u c r o s e  g r a d i e n t s  a s  a n  8S e n t i t y  a n d  I s  

d e p l e t e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  t h a t  r e s u l t  i n  c y t o p l a s m i c  r e c e p ­

t o r  t r a n s l o c a t i o n . T h e  t y p e  I I  s i t e  s e d i m e n t s  a s  a  4S
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e n t i t y  a n d  I s  u n a b l e  t o  t r a n s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  ( J . H .  

C l a r k  e t  a l . ; 1 9 7 8 ) .  T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  t y p e  I I  s i t e

I s  u n c e r t a i n .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  s i t e  may b e  

I n v o l v e d  i n  r e t e n t i o n  o f  s t e r o i d  f o r  s u b s e q u e n t  b i n d i n g  t o  

t h e  t y p e  I  s i t e .  A l t e r n a t i v e l y ,  i t  ma y  s e r v e  a s  a  p r e c u r s o r  

t o  t h e  t y p e  I  s i t e  ( J . H .  C l a r k  e t  a l . > 1 9 7 8 ) .  S u c h  s e c o n d ­

a r y  s i t e s  a r e  u s u a l l y  i g n o r e d  a n d / o r  c o n s i d e r e d  t o  b e  o f  n o  

p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  H o w e v e r  t h e  p r o p e r  e v a l u a t i o n  

o f  s e c o n d a r y  b i n d i n g  s i t e s  i s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  v a l i d  m e a s ­

u r e m e n t  o f  e s t r o g e n  r e c e p t o r s .

Two e s t r o g e n  b i n d i n g  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  p u r i f i e d  f r o m  

c a l f  e n d o m e t r i u m  ( P u c a  e t  a l . , 1 9 7 4  ) a n d  b o t h  o f  t h e s e  t w o  

p r o t e i n s  p o s s e s s e s  s p e c i f i c  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  t h a t  

h a v e  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d .  T h e s e  c h a r a c t e r i s t i c s  I n c l u d e  

i s o e l e c t r i c  p o i n t ,  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  S t o k e s  r a d i u s  a n d  f r i c ­

t i o n a l  r a t i o  ( T a b l e  1 ) .  T h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  e a c h  p r o t e i n  

c a n  b e  a l t e r e d  by c h a n g e s  i n  t h e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  o r  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  ( A . C .  

N o t  i d  e s , 1 9  8 1 ) .

H e t e r o g e n e i t y  o f  c y t o s o l i c  e s t r o g e n  b i n d e r s  d i f f e r i n g  i n  

t h e i r  a f f i n i t y  f o r  e s t r a d i o l  a n d  p e r h a p s  i n  t h e i r  t r a n s l o -  

c a t a b l l l t y  t o  t h e  n u c l e u s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  h u m a n  e n d o m e ­

t r i u m  (R C.  S m i t h  e t  a l . , 1 9 7 9 )  a n d  i n  t h e  h u m a n  e n d o m e t r i a l  

a d e n o c a r c i n o m a  c e l l  l i n e  HEC- 1  a s  w e l l  ( 0 .  F r i e d m a n  e t  a l . , 

1 9 8 0 ) .



Table 1:

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  E s t r a d i o l  B i n d i n g  P r o t e i n s  
From C a l f  U t e r u s

C h a r a c t e r i s t i c : B i n d i n g  P r o t e i n  # 1 : B i n d i n g  P r o t e i n  # 2 :

M o l e c u l a r  W eight  2 3 8 , 0 0 0  6 1 ,0 0 0

S e d i m e n t a t i o n  C o e f f i c i e n t  8 . 6  S 4 . 5  S
o o

S t o k e s  R ad iu s  67 A 33 A

F r i c t i o n a l  R a t i o  1 . 6 5  1 . 2 5

A x i a l  R a t i o
P r o l a t e  8 . 3 0  3 .4 0
O b l a t e  0 . 0 9  0 . 3 1

I s o e l e c t r i c  P o i n t  6 . 2 0  6 . 6 0 ,  6 . 8 0

( From G.A.  Puca a t  a l . ,  1981 >



B.  T r a n s f o r m a t i o n  a n d  T r a n s 1 o c a 1 1 o n  

T h e  b i n d i n g  o f  s t e r o i d  t o  t h e  c y t o p l a s m i c  r e c e p t o r  

r e s u l t s  i n  a " t r a n s f o r m a t l o n "  o r  " a c t i v a t i o n "  o f  t h e  s t e r o i d  

r e c e p t o r  c o m p l e x  t h u s  I n c r e a s i n g  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  r e c e p ­

t o r  f o r  c h r o m a t i n  a n d  a l l o w i n g  f o r  t h e  t r a n s i  o c a t I o n  o f  ' t h e  

c o m p l e x  t o  t h e  n u c l e u s .  T h e r e  I s  a c o n c o m m l t a n t  d e c r e a s e  i n  

c y t o p l a s m i c  b i n d i n g  a n d  a n  I n c r e a s e  i n  n u c l e a r  b i n d i n g .  

T r a n s f o r m a t i o n  I s  o f t e n  a s s o c i a t e d  w i t h  d e t e c t a b l e  c h a n g e s  

i n  p h y s i c a l  p a r a m e t e r s  o f  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n .  C h a n g e s  i n  

m o l e c u l a r  w e i g h t ,  q u a r t e r n a r y  s t r u c t u r e  a n d  s e d i m e n t a t i o n  

p r o p e r t i e s  c a n  be  s u b t l e  o r  r ’ j c r  d e p e n d i n ' ;  o n  t h e  t h e  s y s ­

t e m i n  q u e s t i o n .  F o r  t h e  e s t r o g e n  r e c e p t o r ,  a n  I n c r e a s e  I n  

m o l e c u l a r  w e i g h t  ( 8 0 K —̂  1 3 0 K)  a n d  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  

( 4 S  —̂ 5 S )  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .

A n u m b e r  o f  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  f o u n d  t h a t  " a c t i v a t i o n "  

o f  t h e  r e c e p t o r  I s  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  t e m p e r a t u r e  ( 0 C « ^ 3 0 C ) ,  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a l t  ( 5 0 mM—̂  400mM K C 1 ) .  T r a n s f o r m a ­

t i o n  c a n  a l s o  o c c u r  by  s u b j e c t i n g  t h e  c y t o s o l i c  p r e p a r a t i o n  

t o  g e l  f i l t r a t i o n  o r  t o  d i a l y s i s  ( C . V .  J e n s e n  a n d  E . R .  

D e s o m b r e , 19 7 3 ) .



8.

A n u m b e r  o f  m e c h a n i s m s  f o r  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e s s  o f  

t h e  e s t r o g e n  r e c e p t o r  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d .  T h e s e  m e c h a n i s m s  

i n c l u d e :

( 1 )  An a s s o c i a t i o n  o f  t h e  4S f o r m  o f  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n  

w i t h  a n o t h e r  m o l e c u l e  r e s u l t i n g  i n  t h e  5S f o r m ;  e i t h e r  a 

d i m e r l z a t i o n  o f  r e c e p t o r  m o n o m e r s  o r  a d d i t i o n  o f  a  n o n s t -  

e r o l d  b i n d i n g  s u b u n i t  ( A . C .  N o t t d e s  a n d  S .  N i e l s o n ,  

1 9 7 4 ) .

( 2 )  A c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  o f  t h e  u n t r a n s f o r m e d  r e c e p t o r  

t h a t  w o u l d  e x p o s e  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  r e s i d u e s  o n  t h e  

e x t e r i o r  s u r f a c e  o f  t h e  r e c e p t o r  p r o t e i n ,  t h u s  I n c r e a s i n g  

I t s  a f f i n i t y  f o r  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  DNA.  T h i s  m e c h a n i s m  

i s  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  c l a i m  t h a t  t r a n s f o r m a t i o n  i s  a 

f i r s t  o r d e r  r e a c t i o n  ( E .  M l l g r o r a ,  1 9 8 1 )  a n d  t h a t  I t  i s  

h o r m o n e  d e p e n d e n t  a n d  r e v e r s i b l e  ( A.  B a i l l y  e t  a l . ,

1 9 8 0 ) .

( 3 )  R e m o v a l  o f  a  c y t o s o l i c  f a c t o r ,  a  p u t a t i v e  I n h i b i t o r  

o f  t h e  p r o c e s s .  T h i s  s u g g e s t i o n  w o u l d  b e  c o n s l s t a n t

w i t h  t h e  f i n d i n g  t h a t  t r a n s f o r m a t i o n  c a n  b e  I n d u c e d  b y  

d i a l y s i s  a n d  g e l  f i l t r a t i o n  o f  c e l l  c y t o s o l  ( B .  S a t o  e t  

a l . ,  1 9 7 9 )

( 4 )  A p r o t e o l y s i s  o f  t h e  r e c e p t o r  p r o t e i n .  A c a l c i u m

a c t i v a t e d  t r a n s f o r m i n g  f a c t o r  ( R T F )  w i t h  p r o t e a s e  a c t i v ­

i t y  h a s  b e e n  I d e n t i f i e d  I n  c a l f  u t e r i n e  c y t o s o l  t h a t  

c l e a v e s  t h e  5 . 3 S  f o r m  o f  t h e  r e c e p t o r  i n t o  t h e  4 . 5 S

n u c l e a r - b i n d i n g  f o r m .  ( G . A .  P u c a  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .



( 5 )  A p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  s t e r o i d - r e c e p t o r .

N u c l e a r  b i n d i n g  o f  t h e  e s t r o g e n  r e c e p t o r  c o m p l e x  i s  

e n h a n c e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  5 - 1 0 mM ATP.  ADP a n d  AMP w e r e  

n o t  e f f e c t i v e  i n  c a u s i n g  t r a n s f o r m a t i o n  ( R . J . B .  K i n g  e t  

a l . ,  1 9 7 7 ) .

T h e  p r o c e s s  o f  t r a n s f o r m a t i o n  ma y  s i m p l y  b e  a n  I N 

VI TRO a r t f a c t  b r o u g h t  a b o u t  by  t h e  a r t i f a c t u a l  a s s o c i a ­

t i o n  o f  v a r i o u s  p r o t e i n s ,  e n z y m e s  o r  o t h e r  f a c t o r s  w i t h  

r e c e p t o r s  a s  a  r e s u l t  o f  c e l l  d i s r u p t i o n  a n d  c y t o s o l  

p r e p a r a t i o n  p r o c e d u r e s .  T h e  a c t  o f  I N VI TRO t r a n s f o r m a ­

t i o n  ma y  b e  s i m p l y  t o  r e m o v e  t h e s e  i n h i b i t o r y  f a c t o r s  o r  

a g g r e g a t e d  p r o t e i n s  f r o m  t h e  r e c e p t o r ,  r e s t o r i n g  I t  t o  

i t s  n a t i v e  I N VIVO s t a t e .  ( S e e  W. W.  G r o d y  e t  a l . ,  1 9 8 2  

f o r  r e v i e w ) .



C N u c l e a r  a n d  P o s t - N u c l e a r  E f f e c t s  

N u c l e i  c o n t a i n  n o n h i s t o n e  a c c e p t o r  s i t e s  f o r  t h e  t r a n s ­

f o r m e d  c o m p l e x  ( T . C .  S p e l s b e r g  e t  a l . )  1 9 7 1 ) .  T h e  c o n s e ­

q u e n c e  o f  r e c e p t o r s  r e l o c a t i n g  t o  t h e  n u c l e u s  i s  a n  a l t e r a ­

t i o n  I n  t h e  p a t t e r n  o f  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  ( A . R .  Me a n s  & T . H .  

H a m i l t o n ,  1 9 6 6 ) .  I t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  RNA p o l y m e r a s e  

a c t i v i t y  a n d  c h r o m a t i n  t e m p l a t e  a c t i v i t y  a r e  e n h a n c e d  b y  t h e  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  e s t r o g e n s  ( C ,  R a y n a u d - J a m r a e t  e t  a l . ,  

1 9 7 1 ) .  O ' M a l l e y ' s  l a b o r a t o r y  h a s  r e p o r t e d  t h a t  t h e  n u m b e r  

o f  i n i t i a t i o n  s i t e s  I n c r e a s e s  I n  r e s p o n s e  t o  s t e r o i d .  T h i s  

r e s u l t  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  b y  t h e  a m o u n t  o f  b i n d i n g  o f  t h e  

a n t i b i o t i c  r l f a m p l c i n  t o  t h e  B - s u b u n l t  o f  RNA p o l y m e r a s e  ( 

M . J .  T s a i  e t  a l .  1 9 7 5 ) .  As a  r e s u l t  o f  s t e r o i d ,  q u a n t i t a ­

t i v e  c h a n g e s  i n  t h e  r a t e  o f  e l o n g a t i o n  o f  RNA c h a i n s  h a v e  

b e e n  f o u n d .  I n  a d d i t i o n ,  a  s t i m u l a t i o n  o f  hnRNA r RNA a n d  

t RNA h a v e  a l l  b e e n  d e m o n s t r a t e d .  C y c l o h e x l m l d e ,  a c t l n o m y c l n  

D a n d  p u r o m y c l n  h a v e  a l l  b e e n  s h o w n  t o  p r e v e n t  h o r m o n e  

a c t i o n  by  I n h i b i t i n g  raRNA a n d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( L .  C h a n  a n d

B. W.  O ' M a l l e y ,  1 9 7 6 ) .  T h e  r a t e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  h a s  

b e e n  s h o w n  t o  b e  m o d u l a t e d  b y  ( 1 )  a c h a n g e  I n  t h e  c o n c e n t r a ­

t i o n  o f  t r a n s l a t a b l e  mRNA,  ( 2 )  a  c h a n g e  I n  t h e  r a t e  a t  w h i c h  

r i b o s o m e s  a t t a c h  t o  mRNA a n d  I n i t i a t e  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a s  

e v i d e n c e d  b y  a n  I n c r e a s e  I n  p o l y s o m e  s i z e  a n d  ( 3 )  a  c h a n g e  

I n  t h e  r a t e  o f  r l b o s o m a l  m o v e m e n t  a l o n g  t h e  mRNA ( e l o n g a ­

t i o n )  ( R . P .  P a l m l t e r  1 9 7 2 ) .  E s t r o g e n s  d o  n o t  h a v e  a n y  

e f f e c t  on  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n  ( S . J .  H i g g i n s  & V.  G e h r i n g ,  

1 9 7 8 ) .



D.  P r o c e s s i n g  o f  t h e  N u c l e a r  R e c e p t o r  C o m p l e x

T h e  " o f f  r e a c t i o n "  o r  f a t e  o f  r e c e p t o r s  a f t e r  g e n e  I n d u c ­

t i o n  i s  c o m p l e t e d  h a s  b e e n  m i n i m a l l y  e x p l o r e d *  A c a l c i u m

a c t i v a t e d  p r o t e a s e  w i t h  a l o w  Km f o r  t h e  p r o g e s t e r o n e  r e c e p ­

t o r  h a s  b e e n  f o u n d  t n  c h i c k  o v i d u c t  n u c l e i  ( W. V .  V e d e k l s

e t  a l . f 1 9 8 0 ) ,  T h e  p r o t e o l y t i c  f r a g m e n t s  o f  t h e  r e c e p t o r  

a r e  n o  l o n g e r  a b l e  t o  b i n d  t o  DNA.  I n  a n o t h e r  r e p o r t ,  p o l y ­

r i b o n u c l e o t i d e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p r o m o t e  t h e  r e l e a s e  o f  

a n d r o g e n  r e c e p t o r  f r o m  DNA.  Th e  r e c e p t o r  m i g h t  t h e r e f o r e  he  

r e l e a s e d  f r o m  c h r o m a t i n  by t h e  n a s c e n t  RNA c h a i n  w h o s e  

s y n t h e s i s  i t  h a s  j u s t  i n d u c e d  ( S .  L i a o  e t  a l . ; 1 9 8 0 ) .

A s t u d y  o n  t h e  p r o c e s s i n g  o f  t h e  e s t r o g e n  r e c e p t o r  h a s  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  f i l l e d  n u c l e a r  r e c e p t o r s  ( R n E )  a r e  

p r o g r e s s l v l y  d e p l e t e d  by  3 - 5  h o u r s  f o l l o w i n g  e s t r o g e n  a d m i n ­

i s t r a t i o n .  T h i s  e v e n t  i s  i n h i b i t e d  by a c t  i n o r a y c l n  D (Acl >)  

o r  c h r o m o m y c i n  A3 ,  c o m p o u n d s  t h a t  c a n  I n t e r c a l a t e  i n t o  G- C 

b a s e  p a i r s  o f  DNA.  O t h e r  l n t e r c a 1 a t o r s  t h a t  l a c k  G- C s p e ­

c i f i c i t y  ( e . g .  a d r i a m y c l n j  e t h l d l u m  b r o m i d e  o r  q u l n t c r l n e )  

o r  t r a n s l a t i o n  I n h i b i t o r s  ( e  g .  c o r d y c e p s l n )  d i d  n o t  p r e v e n t  

e s t r o g e n  r e c e p t o r  ( E R )  p r o c e s s i n g ,  s u g g e s t i n g  t h a t  I n h i b ­

i t i o n  o f  RNA o r  p r o t e i n  s y n t h e s i s  wa s  n o t  I n v o l v e d  ( K . B .  

H o r w i t z  a n d  W. L .  M c G u i r e ,  1 9 7 8 ) ,  b u t  r a t h e r  t h a t  AcD «*nd 

c h r o m o m y c i n  A3 h a v e  a d i r e c t  e f f e c t  on  DNA c o n f o r m a t i o n  a n d  

t h e r e b y  e f f e c t  t h e  I n t e r a c t i o n  o n  RnE w i t h  c h r o m n t l n .



I n  a n o t h e r  r e p o r t  ( F  A u r l c c h t o  e t  a l .  f 1 9 8 1 ) ,  I t  h a s  

b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p r o c e s s i n g  I s  a  r e s u l t  o f  a  n u c l e a r  

p h o s p h a t a s e  t h a t  h a s  a h i g h  a f f i n i t y  f o r  t h e  e s t r o g e n  r e c e p ­

t o r  c o m p l e x .  T h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  I s  i n h i b i t e d  b y  s e v e r a l  

p h o s p h a t a s e  I n h i b i t o r s  I n c l u d i n g  f l u o r i d e  a n d  m o l y b d a t e ^  a s  

w e l l  a s  by  4 - n 1 t r o p h e n y 1 p h o s p h a t e ;  a p h o s p h a t a s e  s u b s t r a t e .  

S i m i l a r l y ,  p r o g e s t e r o n e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a n t a g o n i z e  e s t r o ­

g e n  a c t i v i t y  p r e s u m a b l y  by  p r o m o t i n g  n u c l e a r  e s t r o g e n  r e c e p ­

t o r  d e p h o s p h o r y l a t i o n  t h r o u g h  a n  I n c r e a s e  I n  n u c l e a r  a c i d  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  l e a d i n g  t o  I n a c t i v a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  

p r o t e i n  ( G .  M a c D o n a l d  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .



13.

FIGURE 1:  Mechani sm of  A c t i o n  o f  S t e r o i d  Hor mones :

S T EROI D- RES P ONS I VE C F LI

NUCLEUS

DN

mRNA

PROTEIN

 l i t '_____
E F F E C T S

FI GURE 1: Me c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  s t e r o i d  h o r m o n e s :  A f t e r
p e n e t r a t i n g  t h e  c e l l  m e m b r a n e ,  s t e r o i d  ( S )  c o m b i n e s  w i t h  
r e c e p t o r  ( R )  t h u s  a l t e r i n g  i t s  c o n f o r m a t i o n .  S*R t h e n  b i n d s  
t o  c h r o m a t i n  and s t i m u l a t e s  ( o r  p o s s i b l y  r e p r e s s e s )  mRNA 
s y n t h e s i s .  The c h a n g e s  i n  mRNAs r e s u l t  i n  a l t e r a t i o n s  i n  
t h e  s y n t h e s i s  o f  s p e c i f i c  p r o t e i n s  t h a t  m e d i a t e  o r  r e f l e c t  
t h e  s t e r o i d  h o r mo n e  r e s p o n s e .  1 .  s t e r o i d  e n t r y ;  2 .  c y t o ­
p l a s m i c  b i n d i n g  3 .  t r a n s f o r m a t i o n ;  4 .  t r a n s 1 o c a t i o n ; 5 .  
t r a n s c r i p t i o n ;  6 . t r a n s l a t i o n ;  7 .  p h y s i o l o g i c a l  r e s p o n s e .
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I I  R e g u l a t i o n  o f  C y t o p l a s m i c  S t e r o i d  B i n d i n g  

A.  S i g n i f i c a n c e  o f  R e c e p t o r  R e g u l a t i o n

T h e  " O c c u p a t i o n  T h e o r y "  o f  d r u g  a c t i o n ,  a d i r e c t  a p p l i c a ­

t i o n  o f  t h e  l a w  o f  m a s s  a c t i o n ,  s t a t e s  t h a t  t h e  m a g n i t u d e  o f  

e f f e c t  e l i c i t e d  by  a  d r u g  ( h o r m o n e )  I s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  

t o  t h e  d e g r e e  o f  o c c u p a n c y  o f  t h e  r e c e p t o r s  b y  t h e  d r u g  

( h o r m o n e ) ,  w i t h  a  m a x i m a l  r e s p o n s e  c o r r e s p o n d i n g  t o  o c c u ­

p a n c y  o f  a l l  r e c e p t o r s  ( A .  G o l d s t e i n  e t  a l , ; 1 9 7 4 ) .  T h i s

c o n c e p t  c a n  b e  a p p l i e d  t o  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  e s t r o g e n  b i n d ­

i n g  t o  b i o l o g i c a l  r e s p o n s e s  i n d u c e d  b y  e s t r o g e n .  A n u m b e r  

o f  y e a r s  a g o ,  t wo  m e c h a n i s m s  f o r  e s t r o g e n i c  a c t i o n  w e r e  p o s ­

t u l a t e d .  Th e  " D o m i n o  T h e o r y "  s u g g e s t s  t h a t  t h e  s t e r o i d - r e -  

c e p t o r  c o m p l e x  s e t s  o f f  a  s e q u e n c e  o f  e v e n t s  s u c h  t h a t  o n e  

c h a n g e  l e a d s  t o  t h e  n e x t  a n d  e a c h  c h a n g e  d e p e n d s  o n l y  o n  t h e  

o n e  d i r e c t l y  p r e c e e d l n g  I t .  T h e  " S u s t a i n e d  O u t p u t  T h e o r y "  

s t a t e s  t h a t  t h e  I m m e d i a t e  a n d  l o n g  t e r m  r e s p o n s e s  t o  s t e r o i d  

r e q u i r e  t h e  s u s t a i n e d  p r e s e n c e  o f  t h e  s t e r o I d - r e c e p t o r  c o m ­

p l e x  ( B . S  K a t z e n e l l e n b o g e n  & J .  G o r s k l ,  1 9 7 9 )  ( F i g .  2 ) .  

B o t h  t h e o r i e s  a r e  c o n s l s t a n t  w i t h  t h e  I d e a  t h a t  a c y t o ­

p l a s m i c  b i n d i n g  p r o t e i n  i s  e s s e n t i a l  f o r  h o r m o n e  a c t i o n .

O v e r  t h e  p a s t  d e c a d e  w o r k  h a s  b e e n  d i r e c t e d  t o w a r d s  e l u ­

c i d a t i n g  h o w s t e r o i d  r e c e p t o r  l e v e l s  c h a n g e  w i t h i n  t h e  m e n -  

s t r u l  c y c l e  a n d  w h a t  r e g u l a t e s  t h e s e  c h a n g e s .  T h e  a m o u n t  o f  

e n d o m e t r i a l  c y t o p l a s m i c  e s t r o g e n  r e c e p t o r  s h o w s  a  m a r k e d



I k .

F i g u r e  2:
Mechanis i- i  o f  E s t r o g e n  A c t i o n :  The Domir.o 
T h e o r y  and  t h e  S u s t a i n e d  O utpu t  T h e o r y

1ST rK U *  ** TH  HOU*'

"I v

F i g u r e  2 :  M o d e l s  o f  t h e  d o m i n o  o r  s e q u e n t i a l  e f f e c t  t h e o r y
e n d  t h e  s u s t a i n e d  o u t p u t  t h e o r y .  E r e p r e s e n t s  e s t r o g e n  a n d  
R t h e  r e c e p t o r .  X, Y a n d  Z r e p r e s e n t  v a r i o u s  t i s s u e  r e s p o n ­
s e s  t h a t  o c c u r  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  f o l l o w i n g  e s t r o g e n  a d m l n -  
l s t r a t i n .  ( F r o m  G o r s k i  a n d  R a k e r ,  1 9 7 4 ) .
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d e c l i n e  d u r i n g  t h e  l u t e a l  p h a s e  o f  t h e  c y c l e  ( F .  B a y a r d  e t  

a l ,  ,  1 9 7 8 ;  P M.  M a r t i n  e t  a l . ,  1 9 7 9 j  K.  P o l l o w  e t  a l - j

n a n t  o v a r i a n  h o r m o n e  f o l l o w i n g  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  c o r p u s  

l u t e u m ,  m i g h t  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  f a l l  i n  e s t r o g e n  r e c e p ­

t o r s  I n  s e c r e t o r y  e n d o m e t r i u m .

A d m i n i s t r a t i o n  o f  m e d r o x y p r o g e s t e r o n e  a c e t a t e  ( MPA)  f o r  a 

f e w  d a y s  t o  p a t i e n t s  i n  t h e  p r o l i f e r a t i v e  p h a s e  o f  t h e i r  

c y c l e  r e s u l t e d  i n  l o w e r  e s t r o g e n  r e c e p t o r  l e v e l s  i n  t h e  

e n d o m e t r i a l  s a m p l e s  f r o m  t h e s e  p a t i e n t s  a s  c o m p a r e d  t o  l e v -

1 9 7 9  j  It.  P o l l o w  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  O J a n n e  e t  a l .  , 1 9 8 0 ) .  T h e r e

i s  s u g g e s t i v e  b u t  i n c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  t h a t  e s t r o g e n s  may 

i n c r e a s e  t h e  l e v e l s  o f  t h e i r  own r e c e p t o r s  ( L .  T s e n g  e t  a l . ,  

1 9 7 7 ;  P . M.  M a r t i n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .

T h e  c h a n g e s  i n  b i n d i n g  j u s t  d e s c r i b e d  r e p r e s e n t  o n e  f o r m  

o f  r e g u l a t i o n  i n  w h i c h  t h e  a m o u n t  o f  m e a s u r a b l e  r e c e p t o r  

p r o t e i n s  v a r i e s  o v e r  a  p e r i o d  o f  ma n y  d a y s .  I t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  t h a t  a n y  m e a s u r a b l e  c h a n g e s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  r e c e p t o r  a r e  d e p e n d e n t  u p o n  r e c e p t o r  s y n t h e s i s  a n d  d e g r a ­

d a t i o n  ( J .  M e s t e r  & E . E .  B a u l l e u ,  1 9 7 5 )  a n d  o n  r e c y c l i n g  o f  

r e c e p t o r  p r o t e i n s  f r o m  t h e  n u c l e u s  b a c k  i n t o  t h e  c y t o p l a s m  

( J  A.  C l d l o w s k i  a n d  T . G .  M u l d o o n .  1 9 7 4 ) .  R e c e n t  r e s u l t s  

h o w e v e r ,  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n o c c u p i e d  

s t e r o i d  r e c e p t o r s  i n  c u l t u r e d  c e l l s  f l u c t u a t e  s i g n i f i c a n t l y  

o v e r  h o u r l y  I n t e r v a l s .  B i n d i n g  c a n  t r i p l e  w i t h i n  o n e  h o u r

1 9 8 0 ) .  T h i s  f i n d i n g  s u g g e s t e d  t h a t  p r o g e s t e r o n e ,  t h e  d o m l -

e l s  m e a s u r e d  i n  u n t r e a t e d  p a t i e n t s M a r t i n  e t  a l . ,
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a n d  d e c l i n e  j u s t  a s  r a p i d l y , a r a t e  o f  c h a n g e  t h a t  I s  mu c h

g r e a t e r  t h a n  w o u l d  b e  e x p e c t e d  f r o m  h a l f  l i f e  m e a s u r e m e n t s

o f  t h e  s t e r o i d  r e c e p t o r  p r o t e i n  ( 3 - 4  h o u r s )  a n d  t h e r e f o r e ,

c o u l d  n o t  be  e x p l a i n e d  by  p r o t e i n  s y n t h e t i c  m e c h a n i s m s  a l o n e  

( H.  F l e m i n g  & E.  C u r p l d e ,  1 9 8 1 )  ( F i g .  3 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g ­

g e s t e d  t h a t  t h e  r e c e p t o r  m o l e c u l e  c a n  u n d e r g o  a  r a p i d  a n d  

r e v e r s i b l e  b i o c h e m i c a l  p r o c e s s  r e g u l a t i n g  t h e  e q u i l i b r i u m

b e t w e e n  a c t i v e  ( u n m a s k e d )  a n d  i n a c t i v e  ( m a s k e d )  b i n d i n g

f o r m s  o f  t h e  r e c e p t o r .

MODEL:  R ( i )  —  > R (  a )  + S ^  RS

( I n a c t i v e )  ? ( a c t i v e )

S t e r o i d  b i n d i n g  f l u c t u a t i o n s  a r e  n o t  u n i q u e  t o  t h i s  p a r t i c u ­

l a r  s y s t e m .  I n  WI 1 3 8  f i b r o b l a s t s ,  a  r e p r o d u c i b l e  p a t t e r n  o f  

c h a n g e s  i n  g l u c o c o r t i c o i d  b i n d i n g  h a s  b e e n  r e p o r t e d .  Two

h o u r s  a f t e r  r e p l a t i n g  t h e s e  c e l l s ,  C,C b i n d i n g  d e c l i n e s  by 

5 0 ;  b i n d i n g  q u a d r u p l e s  a f t e r  s i x  h o u r s  a n d  d e c l i n e s  o n c e
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a g a i n  by t h e  t e n t h  h o u r .  T h e s e  b i n d i n g  c h a n g e s  s h o w  a n  

e x c e l l e n t  t e m p o r a l  c o r r e l a t i o n  w i t h  h o r m o n e  r e s p o n s l v e n e s  

( V . J . C h r l s t a f o l o  e t  a l . j l 9 7 9 ) .  I n  a n o t h e r  s t u d y j  g l u c o c o r ­

t i c o i d  b i n d i n g  w a s  m e a s u r e d  d u r i n g  t h e  c e l l  c y c l e  I n  He La  

c e l l s  t h a t  h a d  b e e n  s y n c h r o n i z e d  w i t h  a d o u b l e  t h y m i d i n e  

b l o c k  p r o c e d u r e .  B i n d i n g  d o u b l e d  b e t w e e n  t h e  l a t e  G1 a n d  S 

p h a s e  a n d  w a s  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  d u r i n g  t h e  G2 t o  M p a r t  

o f  t h e  c y c l e  ( J . A .  C i d l o w s k l  a n d  G . A .  M i c h a e l s ,  1 9 7 7 ) .

T h e  m e c h a n i s m  u n d e r l y i n g  t h e s e  r a p i d  c h a n g e s  I n  t h e  l e v ­

e l s  o f  s t e r o i d  b i n d i n g  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  I n t e n s e  

I n v e s t i g a t i o n  o v e r  t h e  p a s t  f e w  y e a r s
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p m o l / m g  DNA ESTROGEN RECEPTOR

35 -

30 -

23  -

20  -

HOURS A F T E R  PLATING

FI GURE 3 F l u c t u a t i o n s  o f  e s t r a d i o l  b i n d i n g  I n  HEC c e l l s  i n  
c u l t u r e .  C e l l s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  s e r u m  f r e e  m e d i u m  f o r  3 
d a y s  p r i o r  t o  t h e  s t a r t  o f  t h e  e x p e r i m e n t  a n d  w e r e  r e f e d  t h e  
m o r n i n g  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  S a m p l e s  o f  c e l l s  w e r e  a s s a y e d  
f o r  t o t a l  b i n d i n g  b e f o r e  r e p l a t i n g  a n d  r e f e e d l n g  ( t i m e  z e r o )  
a n d  h o u r l y  f r o m  2 - 2 0  h o u r s  a n d  2 5 - 3 0  h o u r s .  F o u r  d i s h e s  
w e r e  p o o l e d  f o r  e a c h  e x p e r i m e n t .  ( F r o m  F l e m i n g  a n d  G u r p i d e  
1 9 8 1 ) .



B P r o t e o l y s i s  a n d  R e c e p t o r  S t a b i l i t y  

P h y s i o l o g i c a l  r e a c t i o n s  a r e  t h o u g h t  t o  b e  r e g u l a t e d  by  

f o u r  m e c h a n i s m s :  ( 1 )  a l l o s t e r i c  m o d i f i c a t i o n  a n d  ( 2 )  c o v a ­

l e n t  m o d i f i c a t i o n  o f  a  p r o t e i n j  t wo  r a p i d  a n d  o f t e n  r e v e r s i ­

b l e  t y p e s  o f  c h a n g e s ,  ( 3 )  t r a n s c r i p t i o n a l  c o n t r o l ;  a s l o w  

a n d  i r r e v e r s i b l e  c h a n g e  a n d  ( 4 )  p r o t e o l y t i c  c o n v e r s i o n  o f  a n  

i n a c t i v e  p r e c u r s o r  p r o t e i n  t o  a n  a c t i v e  f o r m ^  a m e c h a n i s m  

w h i c h  p r o d u c e s  r a p i d  a n d  i r r e v e r s i b l e  c h a n g e s .  E x a m p l e s  o f  

p h y s i o l o g i c a l  s y s t e m s  r e g u l a t e d  by  l i m i t e d  p r o t e o l y s i s  

i n c l u d e  b l o o d  c o a g u l a t i o n  a n d  c o m p l e m e n t  f o r m a t i o n ,  p r o d ­

u c t i o n  o f  h o r m o n e s ,  r e g u l a t o r y  p e p t i d e s  a n d  p a n c r e a t i c  z y m o ­

g e n s  ( e . g .  i n s u l i n ,  k i n l n s  a n d  t r y p s i n ) ,  c o l l a g e n  a s s e m b l i n g  

p r o c e s s e s  a n d  f e r t i l i z a t i o n  ( H .  N e u r a t h  a n d  K . A .

W a l s h ,  1 9 7 7 ) .

P r o t e a s e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  a l t e r  t h e  s e d i m e n t a t i o n  

p r o f i l e  o f  s t e r o i d  r e c e p t o r s  ( A . C .  N o t i d e s  e t  a l . ,  1 9 7 3  E . M.  

W i l s o n  a n d  F S F r e n c h ,  1 9 7 9 ) .  A l a r g e  b o d y  o f  c o n f l i c t i n g  

e v i d e n c e .  I s  n o w a v a i l a b l e  d e s c r i b i n g  p r o t e o l y t i c  e f f e c t s  o n  

s t e r o i d  b i n d i n g  c a p a c i t y .  I n  a n u m b e r  o f  r e p o r t s ,  t h e  a d d i ­

t i o n  o f  s e r i n e  o r  t h i o l - s e r i n e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  s u c h  a s  

d l l s o p r o p y l  f l u o r o p h o s p h a t e  ( D F P )  o r  l e u p e p t i n  t o  t h e  h o m o ­

g e n i z a t i o n  b u f f e r  p r i o r  t o  l a b e l l i n g  w i t h  s t e r o i d  ( G .  D a x e n -  

b l c h e r  e t  a l .  1 9 7 7 ;  G . S .  P r l n s  a n d  C.  L e e  1 9 8 2 )  o r  a f t e r  

t h e  l a b e l l i n g  p r o c e s s  i s  c o m p l e t e  ( T .  H a z a t o  a n d  A.  M u r a -  

y a m a ,  1 9 8 1 )  r e s u l t e d  i n  a g r e a t e r  q u a n t i t y  o f  e s t r o g e n
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r e c e p t o r  ( E R )  a n d  p r o g e s t e r o n e  r e c e p t o r  ( P g R )  I n  u t e r u s  a n d  

a n d r o g e n  r e c e p t o r  ( AR)  i n  p r o s t a t e .  T h e s e  r e s u l t s  a r e

e x p l a i n e d  a s  a  p r o t e c t i v e  e f f e c t  a g a i n s t  p r o t e o l y t i c  b r e a k ­

do wn  o f  t h e  r e c e p t o r  p r o t e i n .  I n  c o n t r a s t ,  t h e r e  e x i s t s  a 

n u m b e r  o f  r e p o r t s  w h i c h  s t a t e  t h a t  a d d i t i o n  o f  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r s  s u c h  a s  t o s y l - l y s l n e  c h 1 o r o - m e  t h y  1 k e t o n e  ( T L C K ) ,  

t o s y l a m l d e  p h e n y l  e t h y l  c h l o r o m e t h y l  k e t o n e  ( T P C K )  a n d  p h e -  

n y l m e t h y 1 s u l f o n y I f  I u o r i d e  ( P MS F )  o r  p r o t e a s e  s u b s t r a t e s  

( T o s y 1 - a r g 1 n 1 n e  m e t h y l  e s t e r  a n d  t r y p t o p h a n  m e t h y l  e s t e r )  

d e c r e a s e s  t h e  a m o u n t  o f  m e a s u r a b l e  s t e r o i d  b i n d i n g  w h i l e  t h e  

a d d i t i o n  o f  t r y p s i n  i n c r e a s e s  b i n d i n g  c a p a c i t y  ( M . E .  B a k e r  

e t  a l .  1 9 7 8  K.  P e t t e r s s o n  e t  a l . , 1 9 8 2 )  a l t h o u g h  t h e  m e c h ­

a n i s m  o f  a c t i o n  I s  u n c l e a r .  T h e  r e a s o n  f o r  t h e  d i f f e r e n c e

I n  r e s u l t s  b e t w e e n  r e p o r t s  I s  a l s o  u n c e r t a i n ,  h o w e v e r  p r o ­

t e a s e  I n h i b i t o r s  t e n d  t o  b e  s o m e w h a t  n o n s p e c i f i c  I n  t h e i r  

a c t i o n .  R e p o r t s  I n  w h i c h  p r o t e a s e  I n h i b i t o r s  d o  n o t  h a v e  

a n y  e f f e c t  on  s t e r o i d  b i n d i n g  a l s o  e x i s t  ( C . J .  N i e l s o n  e t  

a l .  , 1 9 7 7 b )  .



22.

C.  S u l f h y d r y l  G r o u p s  a n d  R e c e p t o r  S t a b i l i t y

T h e  u n o c c u p i e d  s t e r o i d  r e c e p t o r  I n  m a n y  t i s s u e s  I s  

u n s t a b l e  IN VITRO p r e s u m a b l y  d u e  t o  o x i d a t i o n  o f  t h e  r e c e p ­

t o r  s u l f h y d r y l  g r o u p s .  T h e  r a p i d  t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t  

I n a c t i v a t i o n  o f  r e c e p t o r  p r o t e i n  c a n  b e  p r e v e n t e  o r  r e v e r s e d  

b y  a d d i t i o n  o f  s u l f h y d r y l  r e d u c i n g  c o m p o u n d s  s u c h  a s  

d i t h i o t h r e 1 t o 1 ,  m e r c a p t o e t h a n o 1 ,  t b l o g l y c e r o l  o r  g l u t a ­

t h i o n e ,  r e s u l t i n g  I n  a s t i m u l a t i o n  I n  s t e r o i d  b i n d i n g  a c t i v ­

i t y  ( J . P .  G r a n b e r g  a n d  P . L .  B a l l a r d ,  1 9 7 6 ) .  S c a t c h a r d  a n a l ­

y s i s  i n d i c a t e s  t h a t  c o m p o u n d s  l i k e  d I t h  l o t h r e 1 1 o 1 I n f l u e n c e  

t h e  n u m b e r  o f  b i n d i n g  s i t e s ,  r a t h e r  t h a n  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  

s t e r o i d  f o r  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n  ( W. L .  M c G u i r e  a n d  M.  D e L a ­

G a r z a ,  1 9 7 3 ) .  A d d i t i o n  o f  o x i d i z i n g  c o m p o u n d s  s u c h  a s  N - e -  

t h y 1 m a l e i m 1 d e  o r  p - c h 1 o r o m e r c u r 1 p h e n y l s u l f o n i c  a c i d  i n a c t i ­

v a t e s  t h e  r e c e p t o r ;  t h e  p r e s e n c e  o f  b o u n d  s t e r o i d  p r o t e c t s  

t h e  r e c e p t o r  a g a i n s t  I n a c t i v a t i o n .  T h e s e  r e s u l t s  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  f o r  r e c e p t o r s  f o r  g l u c o c o r t i c o i d s ,  a n d r o g e n s ,  

e s t r o g e n s  a n d  e c d y s o n e .  S t a b i l i z a t i o n  b y  r e d u c i n g  a g e n t s  I s

d i s t i n c t  f r o m  s t a b l 1 1 z a t  I o n  b y  EDTA,  a d i v a l e n t  c a t i o n  c h e ­

l a t o r ,  s i n c e  t h e  t wo  a g e n t s  h a v e  a n  a d d i t i v e  e f f e c t  ( A . M.

R e e s  a n d  P . A .  B e l l ,  1 9 7 5 ) .

D1 t h  1 o t h r e l t o 1 a n d  m o l y b d a t e  h a v e  a s y n e r g i s t i c  e f f e c t  o n  

r e c e p t o r  s t a b i l i z a t i o n  ( J .  H u b b a r d  a n d  M.  K a l l m l ,  1 9 8 2 ) ,  

a l t h o u g h  i t  I s  u n k n o w n  w h e t h e r  t h e y  a c t  d i r e c t l y  o n  t h e  

r e c e p t o r  o r  o n  r e c e p t o r - m o d u l a t i n g  e n z y m e s  o r  f a c t o r s .  T h e  

t wo  a g e n t s  t o g e t h e r  i n c r e a s e  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t
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c i e n t  o f  t h e  s t e r o i d  r e c e p t o r  c o m p l e x ,  p o s s i b l y  by  c a u s i n g  

a g g r e g a t i o n  o r  b y  p r e v e n t i n g  s u b u n i t  d i s s o c i a t i o n .  T o g e t h e r  

t h e y  a l s o  p r e v e n t  d i a l y s i s  i n d u c e d  i n a c t i v a t i o n ^  p e r h a p s  b y  

p r e v e n t i n g  r e m o v a l  o f  a s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  s t a b i l i s i n g  

f a c t o r  o r  b y  e l i m i n a t i n g  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  a  s t a b i l i z i n g  

f a c t o r .  I n  r a t  p a n c r e a s ,  e s t r a d i o l  b i n d i n g  h a s  b e e n  s h o w n  

t o  b e  s t i m u l a t e d  by  a  w a t e r  s o l u b l e ,  h e a t  s t a b l e ,  d i a l y z a b l e  

o l i g o p e p t i d e  ( A . M .  B o c t o r  e t  a l . , 1 9 8 1 )  r e f e r r e d  t o  a s  

" a c c e s s o r y  f a c t o r " .  An e n d o g e n o u s  h e a t  s t a b l e  g l u c o c o r t i ­

c o i d  a c t i v a t i n g  f a c t o r  h a s  a l s o  b e e n  I d e n t i f i e d .  T h i s

e n d o g e n o u s  a c t i v a t i n g  f a c t o r  ( E A F )  a p p e a r s  t o  b e  t h l o r e d o x l n  

a n d  i s  d e p e n d e n t  u p o n  t e m p e r a t u r e  a n d  NADPH a n d  i s  b l o c k e d  

by  a r s e n l t e  ( J . F .  G r i p p o  a n d  W. B.  P r a t t ,  1 9 8 3 ) .  A m o l e c u l e  

t h a t  i n h i b i t s  c y t o s o l i c  a n d r o g e n  b i n d i n g  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  

i n  a m o u s e  L e y d l g  c e l l  t u m o r ;  d i a l y s i s  r e m o v e s  t h e  f a c t o r  

a n d  c o n v e r t s  t h e  i n a c t i v a t e d  r e c e p t o r  f o r m  t o  a r e c e p t o r  

b i n d i n g  f o r m  ( B ,  S a t o  e t  a l .  f  1 9 8 1 ) .



D.  P h o s h o l i p l d s  a n d  R e c e p t o r  S t a b i l i z a t i o n  

S o l u b l e  s t e r o i d  b i n d i n g  c a p a c i t y  c a n  b e  I n a c t i v a t e d  by 

i n c u b a t i o n  w l t b  p h o s h o 1 i p a s e  A2 ( P L A 2 ) ,  a n  e f f e c t  t h a t  I s  

c a l c i u m  d e p e n d e n t  a n d  I s  b l o c k e d  b y  a d d i t i o n  o f  p h o s p h o l i ­

p i d s  ( H . F .  S c h u l t e  e t  ' a l . ,  1 9 7 6 )  a n d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  n o l -

y b d a t e  ( K . L .  L e a c h  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  T t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  

r e c e p t o r  p r o t e i n  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  p h o s p h o l i p i d  c o m p o n e n t  

w h i c h  I s  r e q u i r e d  f o r  s t e r o i d  b i n d i n g .  A l t e r n a t i v e l y ,  PLA2 

may f o r m  d e t e r g e n t  p r o d u c t s  w h i c h  i n  t u r n  ma y  i n a c t i v a t e  t h e  

s t e r o i d  r e c e p t o r .  T h i s  s e c o n d  p o s s i b i l i t y  i s  s u p p o r t e d  by 

t h e  f i n d i n g  t h a t  1 y s o p h o s p h a t 1 d e s  c a n  i n a c t i v a t e  b o t h  g l u c o ­

c o r t i c o i d  a n d  p r o g e s t e r o n e  r e c e p t o r s  ( H . M .  W e s t p h a l  e t  a l . ,  

1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  p h o s p h o l 1 p a s e  C,  w h i c h  d o e s  n o t  p r o d u c e  

l y s o p h o s p h a t i d e s , i s  a l s o  a b l e  t o  i n a c t i v a t e  s t e r o i d  b i n d ­

i n g .  I n  a d d i t i o n ,  m o l y b d a t e  c a n  b l o c k  i n a c t i v a t i o n  o f  g l u ­

c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r s  b y  PLA2 b u t  i t  c a n  n o t  I n h i b i t  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  t o  l y s o p h o s p h a t l d y l c h o l i n e  

by  PLA2 ( K . L .  L e a c h  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  T h e s e  t wo  f i n d i n g s  t a k e n

t o g e t h e r  a r g u e  a g a i n s t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  PLA2 m e d i a t e s  

s t e r o i d  b i n d i n g  by  f o r m i n g  d e t e r g e n t  p r o d u c t s .  R a t h e r ,  I t  

a p p e a r s  t o  a c t  b y  d i s r u p t i n g  p h o s p h o l i p i d s  t h a t  a r e  a s s o c i ­

a t e d  w i t h  t h e  s t e r o i d  b i n d i n g  p r o t e i n .
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E .  ATP l a  R e q u i r e d  f o r  R e c e p t o r  S t a b i l i z a t i o n  

E n e r g y  r e l a t e d  r e v e r s i b l e  c h a n g e s  I n  s t e r o i d  b i n d i n g  h a v e  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  c e l l  c u l t u r e  ( A .  Mu n e k  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  

G . P .  R o s s i n i  a n d  S .  L i a o ,  1 9 8 1 ;  R.  H.  W h e e l e r  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  

a n d  IN VI TRO u s i n g  i n  a  c y t o p l a s m i c  p r e p a r a t i o n  ( J . J .  S a n d o  

e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  U n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  t h e  a b i l i t y  o f  

c o r t i s o l  t o  d e c r e a s e  t h e  u p t a k e  o f  g l u c o s e  b y  t h y m u s  c e l l s  

I s  a b o l i s h e d .  T h y m u s  c e l l s  t h a t  a r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  g l u c o s e  a n d  o x y g e n  a l s o  s h o w  a s i g n i f i c a n t  

d e c r e a s e  I n  t h e  a m o u n t  o f  s p e c i f i c  c y t o p l a s m i c  g l u c o c o r t i ­

c o i d  b i n d i n g  f r o m  l e v e l s  p r e s e n t  u n d e r  a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  a  

r e s u l t  w h i c h  c o r r e l a t e s  w e l l  w i t h  a  l o s s  I n  c e l l u l a r  ATP.  

B i n d i n g  I s  r e s t o r e d  w h e n  c e l l s  a r e  r e t u r n e d  t o  a n  a e r o b i c  

e n v l r o m e n t ,  e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a p r o t e i n  s y n t h e s i s  

I n h i b i t o r  s u c h  a s  c y c 1 o h e x l m 1 d e . N o n s p e c i f i c  b i n d i n g  I s

v i r t u a l l y  u n a f f e c t e d  by  t h e s e  m e t a b o l i c  a l t e r a t i o n s  ( A .  

Mu n c k  e t  a l . , 1 9 7 2 ;  P . A .  B e l l  & A.  M u n c k ,  1 9 7 3 ) .

I n  a n o t h e r  s e t  o f  e x p e r i m e n t s ,  L i a o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

t h e  p r o s t a t i c  a n d r o g e n  r e c e p t o r  I s  r a p i d l y  I n a c t i v a t e d  t o  a 

n o n b i n d i n g  f o r m  C t 1 / 2 * 2  m i n u t e s )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  o x i ­

d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n  u n c o u p l i n g  a g e n t  2 , 4 - d 1 n i t r o p h e n o 1 

( D N P ) .  T h e  o b s e r v e d  d e c r e a s e  I n  a n d r o g e n  b i n d i n g  d i d  n o t  

r e s u l t  f r o m  ( I )  a d e c r e a s e  I n  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  a n d r o g e n -  

r e c e p t o r  c o m p l e x ,  ( 2 )  a d e c r e a s e  I n  t h e  u p t a k e  o f  s t e r o i d  o r  

( 3 )  a n  i n c r e a s e  I n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  s t e r o i d  ( G . P .  R o s s i n i  

a n d  S .  L i a o ,  1 9 8 0 ) .  A n d r o g e n s  a p p e a r  t o  h a v e  a s t a b i l i z i n g
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a f f e c t  o n  t h e  r e c e p t o r  m o l e c u l e  s i n c e  DNP 1 b u n a b l e  t o  i n a c ­

t i v a t e  t h e  p r o t e i n  o n c e  I t  i s  o c c u p i e d  by  s t e r o i d .  Th e  

I n a c t i v e  r e c e p t o r  c a n  b e  e f f i c i e n t l y  r e a c t i v a t e d  by  a d d i t i o n  

o f  n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e s  ( ATP I s  m o s t  e f f i c i e n t ) ,  e v e n  i f  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  b l o c k e d  ( G . P .  R o s s i n i  & S .  L i a o ,  1 9 8 0 ) .

P r a t t  a n d  h i s  a s s o c i a t e s  h a v e  s h o w n  t h a t  w h e n  I M- 9  h u ma n  

l y m p h o b l a s t s  a r e  I n c u b a t e d  I n  a g l u c o s e  f r e e ,  n i t r o g e n  r i c h  

a t m o s p h e r e ,  b o t h  t h e  a b i l i t y  t o  b i n d  s t e r o i d  a n d  t h e  ATP 

l e v e l s  d e c l i n e d .  When g l u c o s e  a n d  o x y g e n  w e r e  r e i n t r o d u c e d ,  

ATP l e v e l s  a n d  r e c e p t o r  a c t i v i t y  r e t u r n e d .  A c t i v a t i o n  i s

r a p i d  ( 1 0  m i n u t e s  t o  r e a c h  ma x i mu m l e v e l s ) ,  i n d e p e n d e n t  o f  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  d i r e c t l y  c o r r e l a t e d  w i t h  c e l l u l a r  ATP 

c o n t e n t  ( R . H  W h e e l e r  e t  a l . , 1 9 8 1 ) ,  L a s t l y ^  i n  a n o t h e r  

s t u d y  by  P r a t t ' s  g r o u p ,  s p e c i f i c  g l u c o c o r t i c o i d  b i n d i n g  

c a p a c i t y  I n  c y t o s o l s  p r e p a r e d  f r o m  L9 2 9  m o u s e  f i b r o b l a s t s  

c o u l d  be  I n a c t i v a t e d  b y  I n c r e a s i n g  t h e  t e m p e r a t u r e  f r o m  4C 

t o  25C ( T l / 2 - 2  h o u r s ) .  ATP s l o w s  t h e  r a t e  o f  I n a c t i v a t i o n .  

F o l l o w i n g  c o m p l e t e  I n a c t i v a t l o n ^  a d d i t i o n  o f  m o l y b d a t e ,  a 

r e c o g n i z e d  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t o r  a n d  ATP t o g e t h e r  r e s u l t s  i n  

a  4 0 - 7 0 X  r e a c t i v a t i o n  o f  B t e r o i d  b i n d i n g .  T h e  e f f e c t  I s  

i n h i b i t e d  by EDTA a n d  t h i s  b l o c k  i s  o v e r c o m e  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  m a g n e s i u m .  R e c e p t o r  r e a c t i v a t i o n  I s  t e m p e r a t u r e  d e p e n d -  

e n t / s u g g e s t i n g  t h a t  a n  e n z y m a t i c  p r o c e s s  i s  i n v o l v e d  ( J . J .  

S a n d o  e t  a l .  t  1 9 7 9 )  P r a t t ' s  g r o u p  h a s  p o s t u l a t e d  t h a t  a 

k i n a s e  may b e  m e d i a t i n g  t h e  r e a c t i v a t i o n  p r o c e s s  b u t  i n  

p i l o t  e x p e r i m e n t s  w e r e  u n a b l e  t o  s h o w  e f f e c t s  o f  c AKP,  cGMP 

o r  t h e  W a l s h  p r o t e i n  i n h i b i t o r  o f  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  

k i n a s e  o n  s t e r o i d  b i n d e r  r e a c t i v a t i o n .



I n  a l l  o f  t h e s e  s t u d i e s ^  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  s p e c i f i c  

b i n d i n g  a n d  a m o u n t  o f  c e l l u l a r  ATP s u g g e s t s  t h a t  ATP may b e  

r e q u i r e d  t o  m a i n t a i n  a n d / o r  r e s t o r e  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  

s t e r o i d  r e c e p t o r .



2 8 .

F .  I s  t h e  S t e r o i d  R e c e p t o r  a  P h o s p h o p r o t e I n  ?

A n u m b e r  o f  d i r e c t  d e m o n s t r a t i o n s  o f  s t e r o i d  r e c e p t o r  

p h o s p h o r y l a t i o n  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  p u b l i s h e d .  T h e  c a l f  u t e ­

r i n e  e s t r a d i o l  r e c e p t o r  a p p e a r s  t o  be  a  s u b s t r a t e  f o r  a 

n u c l e a r  p h o s p h a t a s e  ( s e e  i n t r o d u c t l o n - I X - l E )  t h u s  r e s u l t i n g  

I n  a  l o s s  o f  b i n d i n g  a b i l i t y .  T h e  r e c e p t o r  c a n  b e  r e p h o s -

p h o r y l a t e d  IN VITRO w i t h  a p u r i f i e d  c y t o s o l i c  e n z y m e  t h a t  

h a s  a h i g h  a f f i n i t y  f o r  t h e  i n a c t i v e  r e c e p t o r ,  i s  ATP 

d e p e n d e n t  a n d  i s  s t i m u l a t e d  b y  MgC12 a n d  C a C 1 2  ( A .  M i g l i a c -  

c l o  e t  a l , , 1 9 8 2 ) .  I n  t h e  s a m e  s t u d y ,  t h i s  g r o u p  t r e a t e d

t h e  ( 3 2 P - ) A T P  l a b e l l e d  c y t o s o l  p r e p a r a t i o n  w i t h  a m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  t o  t h e  r e c e p t o r  a n d  e x a m i n e d  t h e  1 m m u n o p r e c 1 p i t a t e d  

r e c e p t o r  b y  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  u n d e r  d e n a t u r i n g  a n d  n o n - d e -  

n a t u r l n g  c o n d i t i o n s  a n d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  t h r o u g h  s u c r o s e  

g r a d i e n t s ,  s h o w i n g  t h a t  t h e  r e c e p t o r  w a s  p h o s p h o r y 1 a t e d  .

P r o g e s t e r o n e  r e c e p t o r  s u b u n i t s ,  p u r i f i e d  b y  a m m o n i u m  s u l ­

f a t e  p r e c i p i t a t i o n  a n d  3 s u c c e s i v e  c h r o m a t o g r a p h i c  s t e p s  

( p h o s p h o c e l  l u 1 o s e  , D N A - c e 1 l u 1 o s e  a n d  h e p a r 1 n - s e p h a r o s e ) ,  

h a v e  b e e n  p h o s p h o r y l a  t e d  w i t h  * j - 3 2 P - A T P  a n d  p h y s i o l o g i c a l  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a cAMP d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  i s o l a t e d  

f r o m  b o v i n e  h e a r t .  T h e  p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n  w a s  50% 

c o m p l e t e  i n  5 m i n u t e s  ( N . L .  W e i g e l  e t  a l . , 1 9 8 1 ) .

I n  a n o t h e r  s t u d y ,  I N VIVO p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  o v i d u c t  

p r o g e s t e r o n e  r e c e p t o r  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  i n j e c t i o n  o f  3 2 P -  

o r t h o p h o s p h a t e  i n t o  c h i c k e n s  ( J . J .  D o u g h e r t y  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .  

T h e  r e c e p t o r  wa s  p u r i f i e d  by a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y ,  g e l
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f i l t r a t i o n  a n d  l o n - e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  a l s o t o p i -  

c a l l y  l a b e l l e d  9 0 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i  c o m p o n e n t  w a s  I d e n t i f i e d  

o n  SDS g e l s .  P a r t i a l  a c i d  h y d r o l y s i s  a n d  t h i n - l a y e r  e l e c ­

t r o p h o r e s i s  o f  t h i s  p r o t e i n  s h o w e d  t h a t  t h e  o n l y  p h o s p h o a m -  

i n o  a c i d  w a s  p h o s p h o s e r i n e .

H o u s l e y  a n d  P r a t t  h a v e  r e c e n t l y  p u b l i s h e d  r e s u l t s  d e m o n ­

s t r a t i n g  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r  b y  c u l ­

t u r i n g  i n t a c t  L - c e l l s  w i t h  3 2 P - o r t h o p h o s p h a t e . T h e  r e c e p t o r  

w a s  p u r i f i e d  by  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  a n a l y z e d  by  

S D S - p o l y a c r y 1 a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  i s o e l e c t r i c  

f o c u s s i n g .  A 9 2 , 0 0 0  p h o s p h o p r o t e i n  wa s  I d e n t i f i e d  a s  t h e  

r e c e p t o r  by  c o v a l e n t l y  r a d  1 o 1 a b e 1 1 ng  i t  w i t h  a s i t e - s p e ­

c i f i c  a f f i n i t y  l i g a n d .  C y t o s o l  f r o m  3 2 P - l a b e l l e d  g l u c o c o r ­

t i c o i d  r e s i s t a n t  L - c e l l s  w h i c h  c o n t a i n s  5X o f  t h e  s t e r o i d  

b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  s e n s i t i v e  c e l l s  c o n t a i n s  v e r y  l i t t l e  

9 2 , 0 0 0  p h o s p h o p r o t e i n . T h e  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r  i n  t h i s  

s t u d y  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  c o n t a i n  a p h o s p h o s e r 1 ne  m o i e t y  

( R .  H o u s l e y  a n d  W. B .  P r a t t ,  1 9 8 3 ) .

T h e  r e s u l t s  d e s c r i b e d  r e g a r d i n g  ( 1 )  t h e  n e c e s s i t y  f o r  

ATP t o  s t a b i l i z e  b i n d i n g  ( s e c t i o n  2 E )  a n d  ( 2 )  t h e  f i n d i n g  

t h a t  r e c e p t o r  p r o t e i n s  i n  a n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  s y s t e m s  c a n  

b e  p h o s p h o r y 1 a t e d  I N VITRO ( s e c t i o n  2 F )  a r e  c o n s l s t a n t  w i t  

t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  s t e r o i d  r e c e p t o r s  c a n  s e r v e  a s  s u b ­

s t r a t e s  f o r  p h o s p h o r y l a t i o n .  I t  i s  u n c e r t a i n ,  h o w e v e r ,  

w h e t h e r  t h i s  p h o s p h o r y l a t i o n  a f f e c t s  s t e r o i d  b i n d i n g .



3 0 .

G.  I s  S t e r o i d  B i n d i n g  A f f e c t e d  by P h o s p h o r y l a t i o n  ?

Much s u p p o r t i n g  e v i d e n c e  now e x i s t s  i n  f a v o r  o f  t h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  r e v e r s i b l e  ATP d e p e n d e n t  s t a b i l i z a t i o n  

o f  b i n d i n g  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2E l a  d u e  t o  a  p h o s p h o r y l a ­

t i o n  r e a c t i o n  a n d  t h a t  t h e  I n a c t i v a t i o n  o r  d e s t a b i l i z a t i o n  

o f  b i n d i n g  I s  a  r e s u l t  o f  a d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  r e c e p ­

t o r .  A d d i t i o n  o f  p u r i f i e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  t o  c y t o s o l  

p r e p a r e d  f r o m  L 9 2 9  c e l l s  i n a c t i v a t e d  u n o c c u p i e d  g l u c o c o r t i ­

c o i d  b i n d i n g  s i t e s ,  a r e a c t i o n  t h a t  r e q u i r e s  z i n c  a n d  I s  

i n h i b i t e d  b y  a r s e n a t e  ( C . J .  N i e l s o n  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .  I n  t wo

s i m i l a r  s t u d i e s ,  a  d e c r e a s e  I n  c y t o p l a s m i c  g l u c o c o r t i c o i d  

b i n d i n g  i n  X e n o p u s ' L a e v i s  l i v e r  ( F . E . B *  May a n d  B . R .  W e s t -  

l e y ,  1 9 8 2 )  a n d  a d e c r e a s e  I n  c y t o p l a s m i c  e s t r a d i o l  b i n d i n g  

i n  r a b b i t  c o r p u s  l u t e u m  ( K . M .  Yu h  a n d  P . L .  K e y e s ,  1 9 8 1 )  a r e  

o b s e r v e d  u p o n  a d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  o n e  o r  m o r e  p h o s p h a t e  g r o u p s  a r e  

n e c e s s a r y  t o  m a i n t a i n  t h e  h o r m o n e  b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  

r e c e p t o r  p r o t e i n .

A s e c o n d  a p p r o a c h  w h i c h  s u g g e s t e d  t h a t  s t e r o i d  b i n d i n g  

i s  a f f e c t e d  b y  p h o s p h o r y l a t i o n  w a s  t h e  c o p u r i f i c a t i o n  b y  

DEAE—c e 1 l u 1 o s e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  e n d o g e n o u s  m e m b r a n e  a s s o c i ­

a t e d  " r e c e p t o r  i n a c t i v a t i n g  a c t i v i t y "  i n  L - c e l l s  w i t h  

e n d o g e n o u s  d e p h o s p h o r y 1 a t  I ng  a c t i v i t y  b y  D E A E - c e l l u 1 o s e  

c h r o m a t o g r a p h y  ( C . J .  N i e l s o n  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .



A t h i r d  a p p r o a c h  u s e d  t o  a d d r e s s  t h i s  I s s u e  h a s  b e e n  t o  

s h o w  t h a t  I n h i b i t o r s  o f  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  s u c h  a s  m o l y b -  

d a t e  a n d  v a n a d a t e  ( K.  P a i g e n ,  1 9 5 8 ) ,  w h e n  a d d e d  t o  s t e r o i d  

b i n d i n g  a s s a y s ,  p e r m i t  d e t e c t i o n  o f  l a r g e r  q u a n t i t i e s  o f

s t e r o i d  b i n d i n g ,  p r e s u m a b l y  by  i n h i b i t i n g  a d e p h o s p h o r y l a -  

t l o n  r e a c t i o n  a n d  t h u s  p r e v e n t i n g  o r  s l o w i n g  t h e  I n a c t i v a ­

t i o n  o f  u n o c c u p i e d  s t e r o i d  b i n d i n g  s i t e s .  T h i s  r e s u l t  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  f o r  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r s  ( C . J .  N i e l s o n  

e t  a l . ,  1 9 7 7 b ) ,  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  ( K . M.  A n d e r s o n  e t

a l . , 1 9 8 0 ;  L . K .  M i l l e r  e t  a l . , 1 9 8 1 ) ,  p r o g e s t e r o n e  r e c e p t o r s

( W. W.  G r o d y  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  T . J .  C h e n  e t  a l . , 1 9 8 1 ) ,  a n d r o g e n

r e c e p t o r s  ( C . M.  G a u b e r t  e t  a l . , 1 9 8 0 ;  W. W.  W r i g h t  e t

a l . , 1 9 8 1 ) .  a l d o s t e r o n e  r e c e p t o r s  ( D .  M a r v e r  1 9 8 0 )  a n d  v i t a ­

m i n  D r e c e p t o r s  ( D.  F e l d m a n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  A d d i t i o n  o f  m o l -  

y b d a t e  ( MoOA- )  t o  t h e  s t e r o i d  b i n d i n g  a s s a y  d o e s  n o t  a f f e c t  

t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  s t e r o i d  f o r  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n ;  t h e  

a s s o c i a t i o n  a n d  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  a r e  u n c h a n g e d  ( C . M.  

G a u b e r t  e t  a l . , 1 9 8 0 ;  G.  S h y a m a l a  a n d  L.  L e o n a r d ,  1 9 8 0 ) .

F i g u r e  A r e p r e s e n t s  a m o d e l  s u g g e s t e d  by P r a t t  a n d  h i s  

a s s o c i a t e s  f o r  t h e  m e c h a n i s m  o f  r e g u l a t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  

s t e r o i d  r e c e p t o r s .
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FIGURE 4 :  P r o p o s e d  c y c l e  o f  e v e n t s  c o n t r o l l i n g  t h e  b i n d i n g
a t a t e  and  c e l l u l a r  l o c a t i o n  o f  t h e  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r .  
R l *  d e p h o e p h o r y l a t d  r e c e p t o r  t h a t  l a  I n a c t i v e ;  R a-  p h o s p h o -  
r y l a t e d  r e c e p t o r  t h a t  I s  a c t i v e .  RS-  s t e r o l d - r e c e p t o r  c o m­
p l e x ;  RS n -  c o m p l e x  t h a t  b i n d s  t o  n u c l e u s .  ( From W h e e l e r  e t  
e l .  . 1 9 8 1 )

In s ummar y ,  a d i r e c t  r o l e  f o r  p h o s p h o r y l a t i o n  In r e c e p t o r  

r e g u l a t i o n  l a  s u g g e s t e d  by :  ( 1 )  t h e  u s e  o f  e x o g e n o u s  a l k a ­

l i n e  p h o s p h a t a s e  t o  I n a c t i v a t e  b i n d i n g  c a p a c i t y ,  ( 2 )  t h e  

c o p u r i f i c a t i o n  o f  r e c e p t o r  I n a c t i v a t i n g  a c t i v i t y  and d e p h o s -  

p h o r y l a t i n g  a c t i v i t y ,  ( 3 )  t h e  f i n d i n g  t h a t  n u c l e a r  p r o c e s s ­

i n g  o f  t h e  e s t r o g e n  r e c e p t o r  i n v o l v e s  n u c l e a r  p h o s p h a t a s e

a c t i v i t y  ( F .  A u r l c c h l o  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  and ( 4 )  t h e  u s e  o f  

p u t a t i v e  p h o s p h a t a s e  I n h i b i t o r s  t o  b l o c k  b i n d e r  I n a c t i v a ­

t i o n .
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H.  A c t i v i t i e s  A s s o c i a t e d  w i t h  M o l y b d a t e  

I t  h a s  b e e n  t h o u g h t  t h a t  m o l y b d a t e  s t a b i l i z e s  s t e r o i d  

b i n d i n g  b y  i t B  a b i l i t y  t o  I n h i b i t  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .

H o w e v e r ,  f o u r  o b s e r v a t i o n s  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  ma d e  t h a t

c h a l l a n g e  t h i s  h y p o t h e s i s .

I n  t h e  f i r s t  o b s e r v a t i o n ,  i n a c t i v a t i o n  o f  u n o c c u p i e d  

c y t o p l a s m i c  r e c e p t o r s  i n  L 9 2 9  c e l l s  a p p e a r s  t o  b e  a n o n e n z y -  

m a t l c  p r o c e s s .  I n a c t i v a t i o n  c a n  b e  I n d u c e d  a t  OC by 1 )

e x p o s u r e  t o  s a l t  ( 5 0 - 1 5 0 m M  N a C l ) ,  2 )  p r e c i p i t a t i o n  b y

( N H 4 ) 2 S 0 4  o r  3 )  S e p h a d e x  G - 5 0  g e l  f i l t r a t i o n .  M o l y b d a t e  c a n  

p r e v e n t  a l l  t h r e e  f o r m s  o f  i n a c t i v a t i o n  ( K . L .  L e a c h  e t

a l . , 1 9 7 9 ) .  A s i m i l a r  f i n d i n g  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  t h e  r a t  

l i v e r  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r  a n d  t h e  r a t  p r o s t a t e  a n d r o g e n  

r e c e p t o r  ( K .  Noma e t  a l . , 1 9 8 0 ) .  B o t h  o f  t h e s e  r e c e p t o r s  

c o u l d  b e  i n a c t i v a t e d  by d i a l y s i s  o r  g e l  f i l t r a t i o n  a t  OC a n d  

i n a c t i v a t i o n  c o u l d  be  b l o c k e d  b y  Mo 0 4 « .  I t  i s  q u e s t i o n a b l e  

w h e t h e r  a p h o s p h a t a s e  c o u l d  b e  i n v o l v e d  a t  n o n p h y s 1 o 1 o g 1 c a 1 

t e m p e r a t u r e s .  M a n y ,  b u t  n o t  a l l  e n z y m a t i c  a c t i v i t i e s  a r e  

r e d u c e d  o r  t o t a l l y  a b o l i s h e d  a t  OC.  T h e r e f o r e ,  t h e  c r i t e ­

r i o n  o f  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c e  a l o n e  i s  n o t  s u f f i c i e n t  t o  

e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  a  p h o s p h a t a s e  i s  i n v o l v e d  i n  

t h e  p r o c e s s  o f  s t e r o i d  r e c e p t o r  r e g u l a t i o n .

T h e  s e c o n d  o b s e r v a t i o n  t h a t  c h a l l e n g e s  t h e  i d e a  t h a t  

m o l y b d a t e  s t a b i l i z e s  s t e r o i d  b i n d i n g  b y  i t s  p h o s p h a t a s e  

i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  i s  b a s e d  o n  t h e  f i n d i n g  t h a t  m o l y b d a t e  

w i l l  p r e v e n t  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  c h i c k  o v i d u c t  p r o g e s t e r o n e
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r e c e p t o r  o n l y  I f  t h e  r e c e p t o r  I s  i n  t h e  a g g r e g a t e d  s t a t e .  

M o l y b d a t e  I s  a b l e  t o  s t a b i l i z e  b i n d i n g  i f  t h e  c y t o s o l  p r e p a ­

r a t i o n  h a s  b e e n  p r e t r e a t e d  w i t h  KC1 o r  a mmo n i u m s u l f a t e  o r  

e x h a u s t i v e  d i a l y s i s  ( W. W.  G r o d y  e t  a l . , 1 9 8 0 ) .  A m o d e l  t h a t  

s t a t e s  t h a t  Mo 0 4 «  i s  a c t i n g  by p r e v e n t i n g  p h o s p h a t a s e  a c t i v ­

i t y ,  w o u l d  r e q u i r e  t h e  d i m e r  f o r m  o f  t h e  r e c e p t o r  t o  b e  a 

mu c h  m o r e  f a v o r a b l e  s u b s t r a t e  f o r  a h y p o t h e t i c a l  s t a b i l i z i n g  

p r o t e i n  k i n a s e  t h a n  t h e  m o n o m e r  f o r m .  T h i s  c o u l d  o n l y  b e  

t r u e  i f  d i m e r l z a t l o n  I n v o l v e s  a c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  o f  o n e  

o r  b o t h  s u b u n i t s  o f  t h e  r e c e p t o r ,  t h e r e b y ,  e x p o s i n g  e s s e n ­

t i a l  s i t e s  t h a t  c a n  b e  p h o s p h o r y l a t e d .

T h a t  t h i r d  o b s e r v a t i o n  t h a t  a d d r e s s e s  t h e  m e c h a n i s m  o f  

M o 0 4 -  a c t i v i t y  c e n t e r s  a r o u n d  t h e  f i n d i n g  t h a t  o t h e r  p h o s ­

p h a t a s e  I n h i b i t o r s  s u c h  a s  f l u o r i d e ,  g l u c o s e  1 - p h o s p h a t e  a n d  

t u n g s t a t e  d o  n o t  p r o t e c t  t h e  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r  f r o m  

i n a c t i v a t i o n  l i k e  m o l y b d a t e  d o e s  ( K . L .  L e a c h  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .  

A p r o p o s a l  h a s  b e e n  p u t  f o r t h  s u g g e s t i n g  t h a t  m o l y b d a t e  p r e ­

v e n t s  i n a c t i v a t i o n  o f  s t e r o i d  r e c e p t o r s  by  I n t e r a c t i n g  w i t h  

a  p h o s p h a t e  m o i e t y  o n  t h e  r e c e p t o r  p r o t e i n  ( s e e  s e c t i o n  

2 - H ) .  S u b s t a n c e s  s u c h  a s  t u n g s t a t e  f o r m  mu c h  w e a k e r  c o m ­

p l e x e s  w i t h  p h o s p h a t e  a n d  t h e r e f o r e ,  d o  n o t  p r o t e c t  s t e r o i d  

b i n d i n g  a s  e f f e c t i v e l y  a s  m o l y b d a t e .

T h e  f o u r t h  r e l a v e n t  o b s e r v a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  s t a b i l i t y  

o f  t h e  u n o c c u p i e d  a n d r o g e n  r e c e p t o r  i n  m o u s e  k i d n e y  c y t o s o l  

a t  v a r i o u s  t e m p e r a t u r e s  ( W. W.  W r i g h t  e t  a l . , 1 9 8 1 ) .  An 

A r r h e n i u s  a n a l y s i s  o f  t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  r e c e p t o r
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i n a c t i v a t i o n  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  e n t h a l p y  ( AH)  o f  i n a c t i v a ­

t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m o l y b d a t e  w a s  2 0 %  g r e t a e r  t h a n  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  m o l y b d a t e *  T h e  r e s u l t  wa s  s u r p r i s i n g  s i n c e  

e n e r g y  s h o u l d  n o t  b e  e x p e n d e d  i n  d e g r a d a t i o n  i f  m o l y b d a t e  i s  

c o m p e t i t i v e l y  i n h i b i t i n g  a  p h o s p h a t a s e .  S i n c e  c o m p e t i t i v e  

I n h i b i t i o n  d o e s  n o t  a f f e c t  r a t e  c o n s t a n t s ,  m o l y b d a t e  s h o u l d  

n o t  c h a n g e  a n y  o f  t h e  t h e r m o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e  r e a c ­

t i o n .  T h e  I n c r e a s e  i n  A h  f o u n d  w i t h  m o l y b d a t e  i s  m o r e  c o n ­

s i s t e n t  w i t h  u n c o m p e t i t i v e  o r  n o n c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  b u t  

t h e s e  f o r m s  o f  i n h i b i t i o n  a r e  u n c o m m o n  w i t h  p h o s p h a t a s e s .  

W r i g h t  e t  a l  h a v e  a l s o  s h o w n  t h a t  m o l y b d a t e  s t a b i l i z e s  

a n d r o g e n  b i n d i n g  o n l y  i n  a pH r a n g e  o f  6 . 0 - 7 . 6 .  M o s t  p h o s ­

p h a t a s e s ,  h o w e v e r ,  a r e  a c t i v e  i n  t h e  a c i d  o r  a l k a l i n e  pH 

r a n g e  a s  we 1 1 .

A n u m b e r  o f  o t h e r  m e c h a n i s m s  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d  t o  

e x p l a i n  h o w m o l y b d a t e  i s  a b l e  t o  p r e v e n t  i n a c t i v a t i o n  o f  

s t e r o i d  b i n d i n g .  One  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  Mo 0 4 «  c a n  d i r e c t l y  

i n t e r a c t  w i t h  t h e  r e c e p t o r  ( K .  Noma e t  a l . , 1 9 8 0 ;  W. W.  W r i g h t  

e t  a l . , 1 9 8 1 ) .  S u c h  a n  i n t e r a c t i o n  c o u l d  b l o c k  p r o t e o l y t i c  

c l e a v a g e  o f  a  v u l n e r a b l e  s i t e .  I n  s u c h  a  c a s e ,  a d d i t i o n a l  

e n e r g y  w o u l d  b e  r e q u i r e d  t o  r e m o v e  t h e  m o l y b d a t e  b e f o r e  p r o ­

t e o l y s i s  c o u l d  o c c u r .  T h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  t h e  A H  o f

r e c e p t o r  i n a c t i v a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mo 0 4 “ i s  c o m p a t i b l e
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w i t h  t h i s  h y p o t h e s i s  a n d  t h e  pH d e p e n d e n c e  may r e f l e c t  

c o n s t r a i n t s  o n  m o l y b d a t e  b i n d i n g  t o  a s p e c i f i c  s i t e  o n  t h e  

r e c e p t o r  ( W. W.  W r i g h t  e t  a l . , 1 9 8 1 ) .  m o l y b d a t e  c o u l d  i n t e r ­

a c t  w i t h  r e c e p t o r  p r o t e i n s  i n  a n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  w a y s .  

M o l y b d a t e  c a n  r e a c t  w i t h  t h i o l  g r o u p s  o f  c y s t e i n e  a n d  w i t h  

i m i d a z o l e  g r o u p s  o f  h i s t i d i n e  ( B . J .  W e a t h e r s  e t  a l . , 1 9 7 6 ) .  

M o l y b d a t e  c a n  a l s o  i n t e r a c t  w i t h  h e a v y  m e t a l s  a n d  t h e r e  i s  

s o me  e v i d e n c e  t h a t  s t e r o i d  r e c e p t o r s  a r e  m e t a l l o p r o t e 1 n s  

( M . R .  S h e r m a n  e t  a l . , 1 9 7 0 ) .  E v i d e n c e  h a s  a l r e a d y  b e e n  p r o ­

v i d e d  i n  f a v o r  o f  s t e r o i d  r e c e p t o r s  b e i n g  p h o s p h o p r o t e l n s  

a n d  m o l y b d a t e  c a n  f o r m  p o 1 y c o m p 1 e x e s  w i t h  i n o r g a n i c  p h o s ­

p h a t e .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a s o l u t i o n  o f

d i t h i o t h r e t t o 1 ( D t t )  w i l l  t u r n  y e l l o w  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  

MoOA" ,  s u g g e s t i n g  p o t e n t i a l  s u l f h y d  r a l - m o l y b d a t e  i n t e r a c ­

t i o n s .  A d d i t i o n  o f  g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  c a n  r e v e r s e  t h e  y e l ­

l o w  c o l o r  p r o d u c e d  by  Mo 0 4 *  a n d  D t t  w h i l e  g l u c o s e  a l o n e  i s  

i n e f f e c t i v e .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  m o l y b d a t e  c a n  b i n d  p h o s ­

p h a t e  I n  t h i s  v a l e n c e  s t a t e  ( K . L .  L e a c h  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .

A n o t h e r  m e c h a n i s m  s u g g e s t e d  t o  e x p l a i n  h o w m o l y b d a t e  c a n  

s t a b i l i z e  s t e r o i d  b i n d i n g  r e l a t e s  t o  i t s  a b i l i t y  t o  s t i m u ­

l a t e  a n u m b e r  o f  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  p h o s p h o r y l a t i o n .  T h e  

c y c l i c  n u c l e o t i d e  I n d e p e n d e n t  E p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r - s t i m u ­

l a t e d  k i n a s e  i n  m u r i n e  l e y d l g  c e l l  t u m o r s  i s  s t i m u l a t e d  b y  

MoCH-  ( M. H .  M e l n e r  a n d  D.  P u e t t ,  1 9 8 1 ) .  I n  a n o t h e r  s e t  o f

s t u d i e s ,  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  i n  ma n y  t i s s u e s  w a s

s h o w n  t o  b e  s t i m u l a t e d  b y  m o l y b d a t e  ( J . M .  R i c h a r d s  a n d  W . I .

S w l s l o c k i ,  1 9 7 9 ) ,  t u n g s t a t e  ( P . L .  Hwa n g  a n d  R . J .  R y a n ,  1 9 8 1 )



a n d  v a n a d a t e  ( W.  K r a w l r t z  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  n a y  

e x p l a i n  t h e  n e e d  f o r  ATP i n  t h e  r e a c t i v a t i o n  p r o c e s s  o f  g l u ­

c o c o r t i c o i d  b i n d i n g  i n  L—c e l l s  u p o n  h e a t  I n a c t i v a t i o n  a n d  

t h e  r e a c t i v a t i o n  o f  e s t r o g e n  b i n d i n g  I n  c a l f  u t e r u s  u p o n

i n a c t i v a t i o n  i n  t h e  n u c l e u s .  ATP may a c t  a s  a  s u b s t r a t e  f o r  

a  p u t a t i v e  c y c l a s e  o r  k i n a s e *  ( N . L .  W e i g e l  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  A.

M i g l l a c c l o  e t  a l . , 1 9 8 2 )  T h i s  p o s t u l a t e d  m e c h a n i s m  d o e s  n o t

e x p l a i n  how M o 0 4 -  c o u l d  h a v e  I t s  s t a b i l i z i n g  e f f e c t  I n  c y t o ­

s o l  s i n c e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i s  a  p a r t i c u l a t e  e n z y m e .

T h i s  l a s t  s u g g e s t i o n  t o  e x p l a i n  t h e  m e c h a n i s m  by  w h i c h  

m o l y b d a t e  a c t s  t o  s t a b i l i z e  b i n d i n g  ( p h o s p h o k i n a s e  o r  a d e n y ­

l a t e  c y c l a s e  s t i m u l a t i o n )  I n v o l v e s  e f f e c t s  o n  e n z y m a t i c  

p r o c e s s e s .  B o t h  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  p h y s i o l o g i c a l  

t e m p e r a t u r e s .  H o w e v e r ,  Mo04™ e f f e c t s  o n  s t e r o i d  b i n d i n g  

h a v e  b e e n  o b s e r v e d  a t  4 C.  I t  r e m a i n s  t o  b e  d e t e r m i n e d

w h e t h e r  t h e s e  e n z y m e s  ( o r  a n y  o t h e r s )  c o u l d  b e  a c t i v e  a t  

t h i s  t e m p e r a t u r e .
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I l l  M e t a b o l i c  I n t e r c o n v e r s i o n  o f  P r o t e i n s  

A.  P h o s p h o r y l a t l o n - D e p h o s p h o r y l a t i o n  B i o c h e m i s t r y  

R e v e r s i b l e  p o s t t r a n s l a t i o n a 1 c o v a l e n t  m o d i f i c a t i o n  o f  

p r o t e i n s  h a s  c o me  t o  b e  a  w e l l  k n o w n  b i o c h e m i c a l  p h e n o m e n o n .  

E x a m p l e s  o f  s u c h  r e a c t i o n s  i n v o l v i n g  d e r i v a 1 1 z a 1 1 o n  o f  i n d i ­

v i d u a l  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  i n c l u d e :  a c e t y l a t i o n - d e a c t e y 1 a -

t i o n  ( E . L .  G e r s h e y  e t  a l . 1 9 6 8 ) ,  a d e n y 1 a t i o n - d e a d e n y l a t  i o n

( E . R .  S t a d t m a n  e t  a l .  1 9 7 7  ) ,  u r i d y l y 1 a t i o n -  d e u r i d y 1 y 1 a t i o n  

( S . P .  A d l e r  e t  a l . 19 73 ) ,  me t h y 1 a 1 1 o n - d e r n e t h y l a t i o n  ( W. K .

P a i k  a n d  S .  Ki m 1 9 8 0 ) ,  s u l f h y d r a l  o x i d a t I o n - r e d u c t i o n  i n t e r ­

c o n v e r s i o n  ( B . L .  H o b e c k e r  e t  a l . 1 9 7 3 )  a n d  p h o s p h o r y l a t i o n -  

d e p h o s p h o r y 1 a t i o n  ( E . G .  K r e b s  a n d  J . A .  B e a v o  1 9 7 9 ) .  Much  

e m p h a s i s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  h a s  b e e n  p l a c e d  o n  t h e  l a s t  r e g u ­

l a t o r y  m e c h a n i s m ,  w h i c h  i n v o l v e  p r o t e i n  k i n a s e  a n d  p h o s p h o -  

p r o t e i n  p h o s p h a t a s e  c a t a l y z e d  r e a c t i o n s .  C o n t r o l  o f  t h e s e

t wo  o p p o s i n g  r e a c t i o n s  may b e  m e d i a t e d  b y  a d a p t i v e  c h a n g e s  

a l t e r i n g  t h e  r a t i o  o f  p r o t e i n  k i n a s e  a n d  p h o s p h o p r o t e i n  

p h o s p h a t a s e  w i t h i n  t h e  c e l l .  A l t e r n a t i v e l y ,  r a p i d  c o n t r o l  

o f  t h e s e  r e a c t i o n s  ma y  b e  m e d i a t e d  t h r o u g h  i m m e d i a t e  f l u c t u ­

a t i o n s  i n  t h e  l e v e l s  o f  m o l e c u l e s  o r  i o n s  ( e . g .  c y c l i c  

n u c l e o t i d e s ,  RNA,  p r o t e a s e s ,  C a + + )  t h a t  a f f e c t  t h e s e  t wo  

e n z y me s .

T h e  c r i t e r i a  t o  e s t a b l i s h  t h a t  a  p r o t e i n  u n d e r g o e s  p h y ­

s i o l o g i c a l l y  s i g n i f i c a n t  p h o s p h o r y 1 a t i o n - d e p h o s p h o r y 1 a 1 1 o n  

I n c l u d e :  ( ! )  d e m o n s t r a t i o n  b o t h  I N VITRO a n d  IN VIVO t h a t

t h e  p r o t e i n  c a n  b e  s t o i c h i o m e t r i c a 1 l y  p h o s p h o r y 1 a t e d  b y  a
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a p r o t e i n  k i n a s e  a n d  d e p h o s p h o r y l a t e d  by  a p h o s p h o p r o t e i n

p h o s p h a t a s e  a t  a s i g n i f i c a n t  r a t e  a n d  w i t h  a  c o n c o m i t a n t

c h a n g e  I n  t h e  f u n c t i o n a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  p r o t e i n ;  ( 2 ) c o r ­

r e l a t i o n  o f  t h e  c e l l u l a r  l e v e l s  o f  k i n a s e  a n d  p h o s p h a t a s e  

a f f e c t o r  m o l e c u l e s  w i t h  t h e  e x t e n t  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  

p r o t e i n  a n d  ( 3 )  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  t h e  k i n a s e  a n d  t h e  p h o s ­

p h a t a s e  s h o w n  t o  c a t a l y z e  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  a  g i v e n  

p r o t e i n  a r e  l o c a t e d  I n  t h e  c e l l  t y p e  a n d / o r  a u b c e l l u l a r  c o m ­

p o n e n t  f r o m  w h i c h  t h e  p r o t e i n  w a s  d e r i v e d .

O v e r  t h e  p a s t  2 0  y e a r s ,  m o r e  t h a n  20  m e t a b o l i c  e n z y m e s

a n d  r e g u l a t o r y  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  u n d e r g o  p h o s -  

p h o r y 1 a t l o n - d e p h o s p h o r y 1 a 1 1 o n  r e a c t i o n s .  C o v a l e n t  p h o s p h o ­

r y l a t i o n  c a n  r e s u l t  I n  a n  I n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  o f  s o me  

e n z y m e s  a n d  a  d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y  o f  o t h e r  e n z y m e s  ( J -  L a r -  

n e r  e t  a l - ,  1 9 7 3 ;  O . H .  W l e i a n d  e t  a l . , 1 9 7 3 )  So me  o f  t h e  m e t a ­

b o l i c  e n z y m e s  a n d  r e g u l a t o r y  p r o t e i n s  w h o s e  a c t i v i t i e s  a r e  

r e g u l a t e d  b y  t h i s  m e c h a n i s m  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  2:
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T a b l e  2:

M e t a b o l i c  Enzym es  and R e g u l a t o r y  P r o t e i n s  Whose A c t i v i t y  o r  
F u n c t i o n  I s  M o d i f i e d  b y  P h o s p h o r y l a t i o n - D e p h o s p h o r y l a t l o n

S u b s t r a t e E f f e c t  o f  P h o s p h o r y l a t i o n R e f e r e n c e

1 . P h osphof  r u c t o k i n a s e I n c r e a s e A c t i v i t y I . A.  B r a n d , 1975
2 . P y r u v a t e  K in a s e D e c r e a a e A c t i v i t y 0 .  L J u n g s t r o m , 1974
3. Glycogen  S y n t h e t a s e D e c r e a s e A c t i v i t y D.L.  F r i e d m a n ,  1962
4. G lycogen  P h o s p h o r y l a s e I n c r e a s e A c t i v i t y E.H. F i s c h e r ,  1955
5. F r u c t o s e * l ,6  "* B i p h o s p h a t a s e I n c r e a s e A c t i v i t y J . P .  R i o u ,  1977
6 . Acety l -COA- C a r b o x y l a s e D e c r e a s e A c t i v i t y C.A. C a r l s o n ,  1973
7. Hormone S e n s i t i v e  L i p a s e I n c r e a s e A c t i v i t y J . D ,  C o r b i n ,  1970
8 . C h o l e s t e r o l  E s t e r  H y d r o l a s e I n c r e a s e A c t i v i t y W.H.  T r z e c i a k ,  1974
9. HM0- C0A- R e d u c t a s e D e c r e a s e A c t i v i t y Z.H. Beg,  1973

10.  P hospholambden Ca++ S e q u e s t r a t i o n  by  C a r d i a c  
S a r c o p l a s m i c  R e t i c u l u m

M, T a d a ,  1974

11.  Myosin L i g h t  Chain Mg++ ATPase a c t i v i t y  
( m u s c l e  c o n t r a c t i l i t y )

A, G o r e c k a ,  1976

12.  EIF-2 P o l y p e p t i d e  C h a in  I n i t i a t i o n R. S.  Ranu,  1976
13.  H i s t o n e s R e g u l a t e  Gene E x p r e s s i o n T .A.  L an g a n ,  1969
14.  34K V i r a l  P r o t e i n T r a n s f o r m a t i o n E. E r i k s o n ,  1980
15.  A c e t y l c h o l i n e  R e c e o t o r 7 A .S .  Gordon ,  1979
16.  EGF R e c e p t o r 7 S. Cohen,  1980
17.  I n s u l i n  R e c e p t o r 7 M. K a s u o l a , 1982

(Based  on £ . 0 .  Krebs  and  J . A.  Beavo,  1979)
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B.  C y c l i c  N u c l e o t i d e  P h y s i o l o g y  

N u m e r o u s  a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s  h a v e  b e e n  I d e n t i f i e d  t h a t  

a l t e r  t h e  s t e a d y  s t a t e  l e v e l s  o f  c y c l i c  3 ' ( 5 ' - a d e n o s i n e  m o n ­

o p h o s p h a t e  ( c AMP )  a n d  c y c l i c  3 5 ' - g u a n o s l n e  m o n o p h o s p h a t e  

( c GMP)  i n c l u d i n g  p o l y p e p t i d e s  b i o g e n i c  a m i n e s ,  c h o l i n e r -  

g i c s ,  s t e r o i d s ,  f a t t y  a c i d s ,  v i t a m i n s ,  o x i d a n t s  a n d  n u c l e o ­

p h i l e s .  Th e  t wo  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  a r e  c o n s i d e r e d  t o  be  k e y  

r e g u l a t o r y  e f f e c t o r s  i n  v i e w  o f  t h e  l o n g  l i s t  o f  c e l l u l a r  

e v e n t s  t h a t  t h e y  a p p e a r  t o  I n f l u e n c e .  T h e s e  i n c l u d e

s e c r e t i o n  , m u s c l e  c o n t r a c t i l i t y  , n e u r o n a l  e x c i t a b i l i t y ^ ,  

i n f l a m m a t o r y  a n d  i mmu n e  p r o c e s s e s  a n d  c e l l u l a r  g r o w t h .  Many  

o f  t h e  c e l l u l a r  r e s p o n s e s  p r o d u c e d  b y  cGMP a r e  a n t a g o n i s t i c  

t o  t h o s e  t h a t  o c c u r  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  cAMP i s  

i n c r e a s e d  i n  t h e  s a m e  c e l l s  F r o m t h i s  o b s e r v a t i o n ,  t h e  Y i n  

Ya n g  o r  D u a l i s m  h y p o t h e s i s  o f  b i o l o g i c a l  r e g u l a t i o n  t h r u  t wo  

o p p o s i n g  f o r c e s ,  cAMP a n d  cGMP , h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a n d  t h e  

e m p h a s i s  h a s  b e e n  p l a c e d  o n  t h e  r a t i o  o f  t h e  t w o  c y c l i c

n u c l e o t i d e s  ( N . D .  G o l d b e r g  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  E x a m p l e s  o f  s y s ­

t e m s  f o r  w h i c h  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  a p p l i c a b l e  a r e  l i s t e d  i n  

T a b l e  3 ( R e v i e w e d  i n  I . H .  P a s t a n  e t  a l . ,  19 7 5 ;  N . D .  G o l b e r g

a n d  M. K H a d d o x >  1 9 7 7 ) .  T h u s ,  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  a t  l e a s t  

t wo  t y p e s  o f  b i d i r e c t l o n a 1 l y  c o n t r o l l e d  s y s t e m s ;  t h o s e  s t i m ­

u l a t e d  by  a n  e l e v a t i o n  i n  t h e  l e v e l  o f  c e l l u l a r  cAMP 

( A - t y p e )  a n d  s u p p r e s s e d  b y  a n  e l e v a t i o n  i n  cGMP a n d  t h o s e  

s u p p r e s s e d  by  a n  I n c r e a s e  I n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  cAMP a n d

s t i m u l a t e d  b y  a n  e l e v a t i o n  i n  cGMP ( B - t y p e ) .
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T a b l e  3:

P h y s i o l o g i c a l  Sys tems  t h a t  E x h i b i t  B i d i r e c t i o n a l  
r e g u l a t i o n  by t h e  C y c l i c  N u c l e o t i d e s

2 .

Sys tem

Lysosom al  enzyme r e l e a s e  
from l e u k o c y t e s

?.ate and I n t e n s i t y  o f  c a r d i a c  
musc le  c o n t r a c t i l i t y

cAMP E f f e c t

I n h i b i t i o n

s t i m u l a t i o n

cGMP E f f e c t

s t i m u l a t i o n

i n h i b i t i o n

3. F i r i n g  o f  o o s t - g a n g l l o n i c  
n e u r o n s

h y p e r p o l o r i z a t i o n  d e p o l o r i z a t i o n

4.  C h e m o t a c t i c  r e s p o n s e  in  
m onocytes

5 .  A n t ib o d y  p r o d u c t i o n  by  
B - ly m p h o c y te s

6 . S y n t h e s i s  and E x p r e s s i o n  o f  
s p e c i f i c  mRNA m o l e c u l e s

7. T r a n s p o r t  o f  s m a l l  m o l e c u l e s  
( e . g .  u r i d i n e ,  l e u c i n e  and 
2- d e o x y g l u c o s e )  i n  f i b r o b l a s t s

s t i m u l a t i o n

s u p p r e s s i o n

i n h i b i t i o n

i n h i b i t i o n

i n h i b i t i o n

i n d u c t i o n

s t i m u l a t i o n

s t i m u l a t i o n

8 . P r o l i f e r a t i o n  o f  many c e l l  
t y p e s

i n h i b i t i o n s t i m u l a t  io n

(From II, D. G o ld b e r g  and M.K. Haddox,  1977)
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F l u c t u a t i o n s  i n  s t e r o i d  b i n d i n g  I n  c u l t u r e d  c e l l s  I n  

r e s p o n s e  t o  r e f e e d i n g ,  r e p l a t i n g  a n d  c e l l  c y c l e  h a v e  b e e n  

d i s c u s s e d  ( s e c t i o n  2 A ) . I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  

c y c l i c  n u c l e o t i d e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  f l u c t u a t e  w i t h  t h e  

c e l l  c y c l e  i n  f i b r o b l a s t s ,  l i v e r ,  a n d  l y m p h o c y t e s  ( D . L .  

F r i e d m a n  e t  a l 1 9 7 6 ) ,  s u c h  t h a t  cAMP i s  h i g h e s t  d u r i n g  t h e  

S p h a s e  a n d  cGMP i s  h i g h e s t  d u r i n g  t h e  G2 / M p h a s e .  C y c l i c  

n u c l e o t i d e s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  f l u c t u a t e  i n  r a t  e m b r y o  

f i b r o b l a s t  c e l l s  i n  c u l t u r e  f o l l o w i n g  r e p l a t i n g  a n d  r e f e e d ­

i n g  o r  r e f e e d i n g  a l o n e .  F o l l o w i n g  r e p l a t i n g  a n d  r e f e e d i n g

cAMP i s  e l e v a t e d  a f t e r  10 h o u r s  a n d  cGMP i s  e l e v a t e d  a f t e r  3 

h o u r s  a n d  o n c e  a g a i n  a f t e r  18 h o u r s .  F o l l o w i n g  r e f e e d i n g  

cAMP i s  e l e v a t e d  a f t e r  3 h o u r s  a n d  cGMP i s  e l e v a t e d  a t  12 

h o u r s .  I n  a d d i t i o n  m l t o g e n l c  t r e a t m e n t  o f  t h e s e  c e l l s  

r e s u l t s  i n  f l u c t u a t i o n s  i n  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  a s  w e l l .  

M l t o g e n l c  t r e a t m e n t  o f  l y m p h o c y t e s  r e s u l t e d  i n  f l u c t u a t i o n s  

i n  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r s  a n d  g l u c o c o r t i c o i d  s e n s i t i v i t y  

( K . A .  S m i t h  e t  a l . ;  1 9 7 7 ) .  A n u m b e r  o f  r e p o r t s  h a v e  

a p p e a r e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  d e m o n s t r a t i n g  b o t h  c o i n c i d e n t  a n d  

d i r e c t  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  a n d  s t e r o i d  

b i n d i n g .  E n d o g e n o u s  u t e r i n e  cGMP a n d  cAMP c o n c e n t r a t i o n s  

m o n i t o r e d  I n  e a c h  s t a g e  o f  t h e  r a t  e s t r u s  c y c l e .  cGMP w a s  

h i g h e s t  a n d  cAMP l o w e s t  d u r i n g  p r o e s t r u s  w h e n  u t e r i n e  e s t r o ­

g e n  r e c e p t o r s  a r e  h i g h e s t  ( F A .  K u e h l  e t  a l 1 9 7 4 ) .  I n

a n o t h e r  r e p o r t ,  c y t o s o l i c  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  i n  t h e  r a t  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  s h o w s  a d o s e  d e p e n d e n t  d e c r e a s e  i n  

r e s p o n s e  t o  e x o g e n o u s  cAMP ( P .  S i n g h  a n d  T G Mu 1 d o o n , 1 9 8 2 ) .
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A c h l r d  s t u d y  u s i n g  M C F -7  h u m a n  b r e a s t  c a n c e r  c e l l s  s h o w e d  a 

g r o w t h  a r r e s t  a n d  a d e c r e a s e  I n  e s t r o g e n  b i n d i n g  c a p a c i t y  

a f t e r  3 d a y s  I n  r e s p o n s e  t o  m l c r o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

d i b u t a r y l  cAMP ( Y . S .  C h o - C h u n g  e t  a l * j  1 9 8 1 ) .  I n  s u m m a r y ,  

t h e r e  i s  s o m e  i n c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  f o r  b o t h  a  s h o r t  t e r m  

a n d  l o n g  t e r m  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  a n d  

s t e r o i d  b i n d i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h i s  r e l a t i o n s h i p  i s  u n c l e a r .
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S u mma r y  o f  I n t r o d u c t o r y  M a t e r i a l  a n d  

P u r p o s e  o f  t h e  S t u d i e s  Wh i c h  F o l l o w :

F o r  ma n y  y e a r s  i t  w a s  t h o u g h t  t h a t  c h a n g e s  i n  t h e  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  s t e r o i d  r e c e p t o r s  w i t h i n  a t a r g e t  t i s s u e  

o c c u r r e d  q u i t e  s l o w l y  a n d  w a s  d e p e n d e n t  u p o n  c h a n g e s  i n  t h e  

r a t e  o f  s y n t h e s i s  a n d / o r  d e g r a d a t i o n  o f  r e c e p t o r  p r o t e i n s  

a n d  o n  t h e  p r o c e s s  o f  r e c y c l i n g  o f  r e c e p t o r s  f r o m  t h e  

n u c l e u s  b a c k  i n t o  t h e  c y t o p l a s m .  R e c e n t  r e s u l t s  h a v e  s u g ­

g e s t e d  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n o c c u p i e d  s t e r o i d  b i n d i n g  

p r o t e i n s  c o u l d  f l u c t u a t e  r a p i d l y .  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t e d  

t h a t  a r a p i d  r e v e r s i b l e  b i o c h e m i c a l  p r o c e s s  w a s  I n v o l v e d  I n  

i n a c t i v a t i n g  ( c o n v e r t i n g  t o  a n o n b i n d i n g  f o r m )  a n d  a c t i v a t ­

i n g  ( c o n v e r t i n g  t o  a  b i n d i n g  f o r m )  a  p o o l  o f  r e c e p t o r s .  A 

f e w  r e p o r t s  h a v e  a p p e a r e d  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  p r o t e a s e s ,  

s u l f h y d r y l  r e a g e n t s  a n d  r e a g e n t s  d i r e c t e d  a t  p h o s p h o l i p i d s  

c o u l d  a f f e c t  s t e r o i d  b i n d i n g  a b i l i t y .  H o w e v e r  s o m e  I n v e s ­

t i g a t o r s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  d e p h o s p h o ­

r y l a t i o n  ma y  b e  a k e y  u n d e r l y i n g  m e c h a n i s m  c o n t r o l l i n g  t h e  

a m o u n t  o f  " a c t i v e "  c y t o s o l i c  b i n d i n g  p r o t e i n s .  I n c l u d e d  i n  

t h e  e v i d e n c e  o f f e r e d  by  t h e s e  I n v e s t i g a t o r s  i s :

( 1 ) t h e  d i r e c t  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  s t e r o i d  r e c e p t o r s  a r e  

p h o s p h o p r o t  e i n f l ,

( 2 ) t h e  f i n d i n g  t h a t  s t e r o i d  l e v e l s  d e c l i n e  u n d e r  a n a e r o ­

b i c  c o n d i t i o n s  o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  u n c o u p l i n g  a g e n t s  w h e n  c e l l u l a r  ATP l e v e l s  w o u l d  

b e  1 ow ,
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( 3 )  t h e  f i n d i n g  t h a t  a d d i t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

r e s u l t s  i n  a  d e c r e a s e  i n  s t e r o i d  b i n d i n g  w h i l e  t h e  a d d i ­

t i o n  o f  p u t a t i v e  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t o r s  s u c h  a s  m o l y b d a t e  

p r e v e n t s  a n y  l o s s  i n  s t e r o i d  b i n d i n g ,

( 4 )  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  r e c e p t o r  i n a c t i v a t i n g  a c t i v i t y  

w i t h i n  t h e  c e l l  c o p u r i f i e s  w i t h  d e p h o a p h o r y 1 a t i n g  a c t i v ­

i t y  o n  D E A E - c e 1 l u 1 o s e  c h r o m a t o g r a p h y  a n d

( 5 )  t h e  f i n d i n g  t h a t  r e c y c l i n g  o f  r e c e p t o r  f r o m  t h e  

n u c l e u s  b a c k  i n t o  t h e  c y t o p l a s m  i n v o l v e s  n u c l e a r  p h o s p h a ­

t a s e  a c t i v i t y .

To f u r t h e r  e x p l o r e  t h e  m e c h a n i s m  o f  s t e r o i d  r e c e p t o r  

r e g u l a t i o n  t h e  f o l l o w i n g  s t u d i e s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d :

( 1 )  An i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  m o l y b d a t e ,  t h e  

p u t a t i v e  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t o r ,  o n  e s t r a d i o l  ( E 2 )  b i n d i n g  

i n  h u m a n  e n d o m e t r i a l  c e l l s .

( 2 )  An e v a l u a t i o n  o f  t h e  s i t e  w i t h i n  t h e  c e l l  c o n t a i n s  

t h e  " c a t a l y t i c "  c o m p o n e n t ( s )  t h a t  r e g u l a t e s  c h a n g e s  i n  

s t e r o i d  b i n d i n g  b y  u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  d i f f e r e n t i a l  c e n ­

t r i f u g a t i o n  a n d  r e c o n s t i t u t i o n  o f  s p e c i f i c  s u b f r a c t i o n s .  

S p e c i f i c  f r a c t i o n s  a r e  i n c u b a t e d  w i t h  m o l y b d a t e  a n d  r a d i -  

o l a b e l l e d  e s t r a d i o l  t o  s e e  i f  m o l y b d a t e  i s  e f f e c t i v e  i n  

a l t e r i n g  b i n d i n g  w h e n  p a r t i c u l a r  c e l l  c o m p o n e n t s  h a v e  

b e e n  r e m o v e d
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( 3 )  A s e a r c h  f o r  p h y s i o l o g i c a l  s u b s t a n c e s  t h a t  c a n  p r o ­

v o k e  c h a n g e s  i n  b i n d i n g  I N VITRO ( i n  a  b r o k e n  c e l l  p r e p a ­

r a t i o n )  t h a t  a r e  s i m i l a r  t o  t h e  r a p i d  c h a n g e s  i n  b i n d i n g  

t h a t  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  I N VIVO ( i n  e n d o m e t r i a l  c e l l  c u l ­

t u r e s )  S u b s t a n c e s  i n v o l v e d  i n  p h o s p h o r y 1 a t i n g  r e a c t i o n s  

s u c h  a s  n u c l e o s i d e  t r i p h o s p h a t e s ,  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  a n d  

d i v a l e n t  c a t i o n s  h a v e  b e e n  t e s t e d  f o r  t h e i r  e f f e c t  o n  E2 

b 1 nd i  ng .

( 4 )  An e l u c i d a t i o n  o f  t h e  b i o c h m i c a l  s i g n a l ( s )  w h i c h  

r e g u l a t e ^ )  f l u c t u a t i o n s  i n  b i n d i n g  i n  c e l l  c u l t u r e s  by 

c o r r e l a t i n g  t h e  c h a n g e s  i n  s t e r o i d  b i n d i n g  i n  t h e s e  

c e l l s  w i t h  c h a n g e s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  i m p o r t a n t  

p h y s i o l o g i c a l  s u b s t a n c e s  ( # 3  a b o v e ) .



EXPERIMENTAL
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The d e v i c e s  w h i c h  s c i e n c e  h a s  g i v e n  us  a r e  n e i t h e r  

go o d  n o r  e v i l  i n  t h e m s e l v e s .  T h e i r  c a p a c i t y  f o r  g ood  

o r  e v i l  l i e s  i n  t h e  u s e  we make o f  th e m .  T h u s ,  n o t  

i n  t h e  l a b o r a t o r y  b u t  i n  t h e  human h e a r t  i n  t h e  r e a l m  

o f  t h e  s p i r i t ,  l i e s  t h e  c h a l l e n g e  o f  t h e  f u t u r e .

D a v i d  S a r n o f f
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MATERIALS AND METHODS 

C e l l  C u l t u r e

E x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  c e l l s  f r o m  f o u r  e s t a b ­

l i s h e d  c a n c e r  l i n e s :  HEC- 1 B H E C - 5 0 ,  CG5 ,  a n d  T4 7 D c e l l s  a n d  

o n  f r e s h  n o r m a l  a n d  n e o p l a s t i c  h u m a n  e n d o m e t r i a l  s p e c i m e n s  

C e l l  c u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  37C i n  a h u m i d i f i e d  a t m o s ­

p h e r e  o f  9 5 Z 0 2  a n d  5Z C 0 2 .  C e l l s  w e r e  u s e d  a f t e r  t h e y  

r e a c h e d  c o n f l u e n c e  i n  C o r n i n g  T 7 5  o r  T 1 2 5  f l a s k s .  H EC-1B 

c e l l s  ( F i g .  5A)  w e r e  e s t a b l i s h e d  f r o m  a n  e x p l a n t  o f  m o d e r ­

a t e l y  d i f f e r e n t i a t e d  p a p i l l a r y  a d e n o c a r c i n o m a  ( K u r a m o t o  e t  

a l ,  , 1 9 7 2 )  a n d  h a v e  p r o l i f e r a t e d  I n  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  s i n c e  

May 1 9 6 8 .  T h e s e  c e l l s  a p p e a r  m o r p h o l o g i c a l l y  t o  b e  p o l y g o ­

n a l  e p i t h e l i a l  c e l l s .  T h e y  c o n t a i n  c y t o s o l i c  e s t r o g e n

r e c e p t o r s  w i t h  a c h a r a c t e r i s t i c  4S s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t

a n d  a d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  5nM ( P . G -  S a t y a s w a r o o p  e t  

a l .  ; 1 9 7 8 ) .  T h e s e  c e l l s  a r e  u n r e s p o n s i v e  t o  e s t r o g e n  a s

d e t e r m i n e d  by  l a c k  o f  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  

r e s p o n s e  t o  s t e r o i d  ( S . S .  S h a p i r o  e t  a l . ^  1 9 7 5 )  T h e  r e c e p ­

t o r  I n  t h e s e  c e l l s  i s  u n a b l e  t o  b e  a c t i v a t e d  t o  a  n u c l e a r  

b i n d i n g  f o r m .  HEC- 1 B c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  H a m ' s  F I O  m e d i u m  

( F l o w  L a b o r a t o r i e s )  s u p p l e m e n t e d  w i t h  10Z c a l f  s e r u m  

( H F 1 0 - C S ) ,  4 . 0  m g / m l  g l u c o s e ,  l O u g / m l  i n s u l i n  ( S q u i b b )  a n d  

IX a n t i b i o t i c s  a n d  a n t i m y c o t l c s  ( l O ^ O O O U / m l  p e n i c i l l i n ^

l O m g / m l  s t r e p t o m y c i n  a n d  2 5 u g / m l  f u n g i z o n e ) .  F o r  s o me  s t u d ­

i e s ,  w h e n  t h e  c e l l s  r e a c h e d  c o n f l u e n c e ,  t h e  H F 1 0 - C S  m e d i u m
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wa s  r e p l a c e d  by  M i n i m a l  E s s e n t i a l  Me d i u m (MEM) w i t h o u t  s e r u m  

( c e l l  s t a r v a t i o n )  f o r  2 - 4  d a y s  p r i o r  t o  u s e .

T h e  H E C - 5 0  c e l l  l i n e  ( F i g .  5 B) ^  a n  e s t r o g e n  r e s p o n s i v e  

l i n e ,  w a s  e s t a b l i s h e d  f r o m  a  s e c o n d  s p e c i m e n  o f  m o d e r a t e l y  

d i f f e r e n t i a t e d  e n d o n f e t r l a l  a d e n o c a r c i n o m a .  T h e s e  c e l l s  w e r e  

g r o w n  I n  M i n i m a l  E s s e n t i a l  M e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  15% 

f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  1 % o f  t h e  a n t i b i o t i c  a n t l m y c o t i c  m i x ­

t u r e .

CG5 c e l l s  ( F i g .  5 C)  a r e  a  ne w e s t r o g e n  s e n s i t i v e  v a r i a n t  

e s t a b l i s h e d  by l a c o b e l l l  f r o m  t h e  MCF-7 h u ma n  b r e a s t  c a n c e r  

c e l l  l i n e .  T h e s e  c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  D u l b e c c o ' s  m o d i f i e d  

E a g l e  Me d i u m  ( G r a n d  I s l a n d  B i o l o g i c a l  C o m p a n y )  w i t h  20uM 

HEPES 10% f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  0 . 3 8 %  o f  t h e  a n t i b i o t i c  

a n t l m y c o t i c  m i x t u r e .

T4 7 D c e l l s  ( F i g .  5D)  , a n o t h e r  h u m a n  b r e a s t  c a n c e r  l i n e ,  

o b t a i n e d  f r o m  t h e  R o c k v i l l e  c e l l  b a n k  ( R o c k v i l l e  Md . ) ,  w e r e

g r o w n  i n  RPMI 1 6 4 0  m e d i u m  ( GI B C O)  s u p p l e m e n t e d  w i t h  15%

f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  1% o f  t h e  a n t i b i o t i c  a n t l m y c o t i c  m i x ­

t u r e  .

HEC- IB c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  by i n c u b a t i n g  w i t h  1 . 5mM EDTA 

i n  H a n k ' s  B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  ( H B S S )  a t  37C f o r  15 m i n ­

u t e s .  A l l  o t h e r  c e l l s  w e r e  r e m o v e d  b y  a d d i n g  0 - 0 5 % t r y p s i n  

a n d  0 . 0 3 %  EDTA I n  HBSS t o  t h e  f l a s k .  T r y p s i n  a c t i o n  w a s  

s t o p p e d  a f t e r  a  5 m i n u t e  i n c u b a t i o n  a t  37C by a d d i t i o n  o f  

s e r u m .  C e l l s  w e r e  c o l l e c t e d ,  p e l l e t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  I n  

t h e i r  r e s p e c t i v e  g r o w t h  m e d i u m .



S u r g i c a l  s p e c i m e n s  o f  f r e s h  h u ma n  e n d o m e t r i u m  ( F i g .  5 E - F )  

o r  f r e s h  h u m a n  e n d o m e t r i a l  a d e n o c a r c i n o m a  ( F i g  5G)  w e r e  

o b t a i n e d  f r o m  p a t i e n t s  u n d e r g o i n g  v a g i n a l  a n d  a b d o m i n a l  h y s ­

t e r e c t o m i e s  o r  d i l a t a t i o n  a n d  c u r a t t a g e  p r o c e d u r e s .  A s a m ­

p l e  o f  f r e s h  t i s s u e  w a s  f i x e d  i n  1 OX f o r m a l i n  a n d  s t a i n e d  

w i t h  H a r r i s ' s  h e m a t o x y l i n  a n d  e o s l n  s o l u t i o n  (H & E p r e p a r a ­

t i o n ) .  T h e  d a y  o f  t h e  m e n s t r u l  c y c l e  f o r  n o r m a l  e n d o m e t r i u m  

w a s  d e t e r m i n e d  ( R . W.  N o y e s  e t  a l . 1 9 5 0 )  t h u s  p r o v i d i n g  a n

I n d i c a t i o n  o f  t h e  h o r m o n a l  s t a t u B  o f  t h e  p a t i e n t  f r o m  whom 

t h e  t i s s u e  c o m e s  a n d  h e l p e d  e x p l a i n  d i f f e r e n c e s  i n  r e s u l t s  

f r o m  i n d i v i d u a l  t i s s u e  s a m p l e s .  T h e  r e m a i n i n g  n o r m a l  a n d  

n e o p l a s t i c  e n d o m e t r i a l  t i s s u e  w a s  m i n c e d  i n  HBSS.  T i s s u e  

f r a g m e n t s  w e r e  p e l l e t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  a s s a y  b u f f e r .
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figute  5 : K in r o i i r a G P J F s  t  four e l l  l i ;e s

a . lec- j O
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FIGURE 5; KPTCGMPHS OF FRESH HUWI ENDOrEIRHJM

E. PlflUFERftTlVE
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E s t r a d i o l  B i n d i n g  A s s a y :

( 1 )  I n t a c t  C e l l  A s s a y ;

A l i q u o t s  o f  HEC- 1 B c e l l s  a r e  s u s p e n d e d  i n  MEM ( w i t h  

E a r l ' s  s a l t s  a n d  g l u t a m i n e )  a n d  I n c u b a t e d  w i t h  ( 6 , 7

3 H ) - e s t r a d i o 1 ( 5 2  C i / m m o l ,  New E n g l a n d  N u c l e a r  C o r p . ,  B o s ­

t o n .  M a s s . )  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a  1 0 0 - f o l d

e x c e s s  o f  d i e t h y 1 s t i 1 b e s t r o l  ( DE S )  f o r  1 h o u r  a t  AC.  T h e

c e l l s  w e r e  r a p i d l y  f r o z e n  i n  a n  a l c o h o l - d r y  I c e  b a t h  t o  s c o p

t h e  r e a c t i o n .  T h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  o n c e  w i t h  HBSS a n d  t h e n  

h o m o g e n i z e d  i n  GMTD b u f f e r  ( 3 0 % g l y c e r o l ,  ImM Mg C 1 2 ,  1 OmM

T r i s - H C l  pH 7 . 6  a n d  ImM d i t h i o t h r e 1 t o 1)  w i t h  0 . 0 5 %  T r i t o n  

X - 1 0 0  i n  a K o n t e s  g l a s s - g l a s s  h o m o g e n l z e r  a t  AC.  T h e  b r o k e n  

c e l l  p r e p a r a t i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  8 0 0 g  f o r  5 m i n u t e s  t o

s e p a r a t e  t h e  c y t o p l a s m i c  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  f r o m  t h e  c e l l

m e m b r a n e / n u c  l e a r  p e l l e t .  T h e  p e l l e t  w a s  w a s h e d  o n c e  w i t h

0 . 1 %  T r i t o n  i n  TE b u f f e r  ( 1 OmM T r l s - H C l  pH 8 . 0  a n d  ImM EDTA)  

a n d  3 - A t i m e s  I n  TE b u f f e r  a l o n e .  R a d i o a c t i v i t y  w a s

e x t r a c t e d  f r o m  t h e  p e l l e t  b y  i n c u b a t i n g  t h e  p e l l e t  w i t h  9 5% 

e t h a n o l  a t  30C f o r  10 m i n u t e s  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s  s a v e d  

f o r  DNA d e t e r m i n a t i o n .  T h e  c y t o p l a s m  w a s  t r e a t e d  w i t h  d e x -  

t r a n  c o a t e d  c h a r c o a l  ( 0 . 5 %  c h a r c o a l ,  0 . 0 5 %  d e x t r a n  i n  1 OmM 

T r l s - H C l  pH 8 . 0 )  f o r  20  m i n u t e s  a t  AC a n d  c e n t r i f u g e d  a t  

1 5 0 0  g f o r  a n  a d l t i o n a l  20 m i n u t e s .  A l i q u o t s  o f  t h e  s u p e r ­

n a t a n t  w e r e  a s s a y e d  f o r  t r i t i u m  a n d  t h e  c o u n t s  w e r e  n o r m a l ­

i z e d  t o  s a m p l e  DNA.  S p e c i f i c  b i n d i n g  wa s  c a l c u l a t e d  b y  s u b ­

t r a c t i n g  n o n s p e c i f i c  b i n d i n g  ( i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DES)  f r o m

t o t a l  b i n d i n g  ( a b s e n c e  o f  D E S ) .
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( 2 )  B r o k e n  C e l l  A s s a y  

C e l l  o r  t i s s u e  s a m p l e s  w e r e  r e s u s p e n d e d  I n  GMTD b u f f e r  

a n d  h o m o g e n i z e d  I n  K o n t e s  g l a s s - g l a s s  h o m o g e n l z e r s , R u p t u r e  

o f  t h e  c e l l  w a s  v e r i f i e d  m o r p h o l o g i c a l l y  u s i n g  a  p h a s e  c o n ­

t r a s t  m i c r o s c o p e  a n d  b y  t h e  l o s s  o f  t r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  I n  

r o u n d  c e l l u l a r  s t r u c t u r e s *  T h e  b r o k e n  c e l l  p r e p a r a t i o n  w a s  

c e n t r i f u g e d  a t  8 0 0  g f o r  5 m i n u t e s  t o  p r o d u c e  a s u p e r n a t a n t  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n .  T h i s  f r a c t i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  I n  a n  

SW65 r o t o r  a t  1 0 5 , 0 0 0  g f o r  6 0  m i n u t e s  t o  o b t a i n  a  c y t o s o l i c  

s u p e r n a t a n t .  A l i q u o t s  o f  t h e s e  s u b c e l l u l a r  f r a c t i o n s  w e r e  

i n c u b a t e d  w i t h  ( 6 , 7  3 H ) - e s t r a d  1 o l  + 1 0 0  f o l d  e x c e s s  DES 

C o n c e n t r a t i o n s  o f  s t e r o i d  a n d  e x p e r i m e n t a l  a d d i t i o n s  ( m o l y b -  

d a t e ,  n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e s  a n d  c y c l i c  n u c l e o t i d e s )  w e r e  

a d d e d  a s  s p e c i f i e d  f o r  e a c h  e x p e r i m e n t .  I n c u b a t i o n s  w e r e

c a r r i e d  o u t  f o r  9 0  m i n u t e s  a t  4C u n l e s s  o t h e r w i s e  I n d i c a t e d  

a n d  t h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  r a p i d l y  f r e e z i n g  e a c h  t u b e  

I n  a n  a l c o h o l - d r y  I c e  b a t h .  Up o n  t h a w i n g ^  2 5 0 u l  o f  GMTD 

b u f f e r  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  t o  f a c i l i t a t e  h a n d l i n g .  T h i s  

s u s p e n s i o n  w a s  t r e a t e d  w i t h  d e x t r a n - c o a t e d  c h a r c o a l  a s  

d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  f o r  t h e  i n t a c t  c e l l  a s s a y .  R a d i o a c t i v ­

i t y  waB m e a s u r e d  I n  a n  a l i q u o t  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  a n d  n o r ­

m a l i z e d  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  I n  a n  e q u a l  s i z e  

a l i q u o t  f r o m  t h e  s u p e r n a t a n t .



S e p a r a t i o n  o f  P l a s m a  M e m b r a n e  a n d  N u c l e i

H o r a o g e n a t e s  o f  HE C- 1 B  c e l l s  o r  f r e s h  h u m a n  e n d o m e t r i a l  

s p e c i m e n s  w e r e  p r e p a r e d  i n  GMTD b u f f e r  a n d  f r a c t i o n a t e d  i n t o  

a c y t o p l a s m i c  ( s u p e r n a t a n t )  a n d  p l a s m a  m e m b r a n e / n u c l e a r  p e l ­

l e t  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  8 0 0 g  f o r  5 m i n u t e s .  T h e  p e l l e t  w a s  

w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  0 . 2 5 2  s u c r o s e  p r e p a r e d  i n  C a + +  f r e e  

BBSS a n d  r e s u s p e n d e d  i n  5 2% s u c r o s e  i n  HBSS ( ^ > * 1 . 2 4 g / m l )  a n d  

0 . 5 m l  w e r e  l a y e r e d  a t  t h e  b o t t o m  o f  a B e c k m a n  p o l l y a l l o m e r  

t u b e  ( 7 / 1 6 "  x 2 3 / 8 " ) .  D i s c o n t i n u o u s  s u c r o s e  c o n c e n t r a t i o n s  

w e r e  l a y e r e d  o n  t o p  o f  t h i s  s u s p e n s i o n  a s  f o l l o w s  0 . 5 m l  o f  

45% s u c r o s e  ( ^ - I . 2 O g / m 1 ) ,  0 . 5 m l  o f  4 1 2  s u c r o s e  ( , j>■ 1 . 1 8 g / m l  ) 

0 . 5 m l  o f  37% s u c r o s e  (^>» 1 . 1 6 g / m l  ) a n d  0 . 7 m l  o f  31% s u c r o s e  

( j t "  1 . 1 3 g / m l  ) a l l  i n  HBSS.  G r a d i e n t s  w e r e  s p u n  i n  a B e c k m a n  

SW65 s w i n g i n g  b u c k e t  r o t o r  a t  5 6 , 0 0 0 g  f o r  2 . 5  h o u r s  a t  4 C.  

T h e  s e m i p u r i f i e d  n u c l e i  s e t t l e d  a t  a  d e n s i t y  o f  1 . 2 4  ( F 5  

f r a c t i o n ) .  T h e  p l a s m a  m e m b r a n e  s e d l m e n t e d  a t  a d e n s i t y  o f  

1 . 1 6  ( F 2  f r a c t i o n ) .  Th e  s e p a r a t i o n  s c h e m e  i s  a  m o d i f i c a t i o n  

o f  t h e  m e t h o d  u s e d  f o r  r a t  u t e r u s  ( R . J .  P l e t r a s  a n d  C . M.  

S z e g o  1 9 7 9 ) .  I n  t h e i r  w o r k  t h e  e n r i c h m e n t  o f  5 '  n u c l e o t i ­

d a s e  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  a r e  u s e d  a s  m a r k e r s  

f o r  p l a s m a  m e m b r a n e  a l o n g  w i t h  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  o b s e r v a ­

t i o n .  DNA a p p e a r e d  I n  t h e  F5 f r a c t i o n  a l o n e  a n d  n o t  I n  t h e  

F2 f r a c t i o n .



6 0 .

S e d i m e n t a t i o n  A n a l y s i s :

C o n t i n u o u s  16-41JE g l y c e r o l  d e n s i t y  g r a d i e n t s  ( 3 . 4 m l ) l n  

TTE b u f f e r  ( l OmM T r i s - H C l  pH 8 . 0 ,  1 2mM t h l o g l y c e r o l  a n d

1. 5mM EDTA)  c o n t a i n i n g  50mM KC1 w e r e  p r e p a r e d .  A l i q u o t s  o f  

c y t o s o l  w e r e  d i l u t e d  1 .’ 1 w i t h  TTE b u f f e r  a n d  t h e  d i l u t e d  

s a m p l e  wa s  l a y e r e d  o n  t h e  p r e f o r m e d  g r a d i e n t .  T h e  g r a d i e n t s  

w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  22 h o u r s  a t  1 0 5 i 0 0 0 g  a t  4 C .  T h e  b o t t o m  

o f  t h e  t u b e  w a s  p i e r c e d  a n d  l O O u l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  

a n d  q u a n t i t a t e d  f o r  r a d i o a c t i v i t y .  F i v e  m a r k e r  p r o t e i n s ,  

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  ( 7 . 8 S ) ,  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( 4 . 6 S ) ,  

O v a l b u m i n  ( 3 . 5 S ) ,  h u m a n  h e m o g l o b i n  ( 3 . OS)  a n d  h o r s e  h e a r t  

c y t o c h r o m e  c ( 2 . 2 S )  w e r e  l a y e r e d  o n  a  s e p a r a t e  g r a d i e n t  a n d  

r u n  i n  p a r a l l e l  t o  d e t e r m i n e  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  

o f  t h e  r a d i o a c t i v e  p e a k s .  L o c a t i o n  o f  t h e  m a r k e r  p r o t e i n s  

wa s  d e t e r m i n e d  b y  a  p r o t e i n  a s s a y  ( M.  B r a d f o r d ,  1 9 7 6 ) .  T h e  

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  m a r k e r  p r o t e i n s  i n  e a c h  

e x p e r i m e n t  c o r r e l a t e d  w e l l  w i t h  t h e  r e l a t i v e  m o b i l i t y  ( Rm) 

o f  t h e  p r o t e i n s  ( R - 0 9 7 ) .  D e n s i t y  g r a d i e n t s  w e r e  p r e p a r e d  

w i t h  g l y c e r o l  r a t h e r  t h a n  s u c r o s e  s i n c e  g l y c e r o l  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  t o  h a v e  a  g r e a t e r  s t a b i l i z i n g  e f f e c t  o n  a  v a r i e t y  

o f  e n z y m e s  a n d  r e c e p t o r s  ( M . R .  S h e r m a n ,  1 9 7 5 ) .  G l y c e r o l  

m i g h t  t h e r e f o r e  d e c r e a s e  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  s t e r o i d  f r o m  

b i n d i n g  p r o t e i n s  o v e r  t h e  p r o l o n g e d  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h u s  

i n c r e a s e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  m e a s u r e m e n t .



ATP M e a s u r e m e n t s ’

ATP w a s  e x t r a c t e d  f r o m  2 0 0 u l  s a m p l e s  o f  c e l l  h o m o g e n a t e s  

w i t h  5 0 u l  o f  30Z p e r c h l o r i c  a c i d  a n d  n e u t r a l i z e d  w i t h  a n  

e q u a l  v o l u m e  o f  1M KOH.  A l i q u o t s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w e r e  

a s s a y e d  by  t h e  l u c  i f e r l n - l u c i f e r a s e  f i r e f l y  m e t h o d .  L u c  i f e -  

r i n  r e a c t s  w i t h  ATP i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  e n z y m e  l u c i f e r a s e  

t o  l i b e r a t e  p y r o p h o s p h a t e .  T h e  E n z y m e * L u c i f e r l n * A M P  c o m p l e x  

i s  t h e n  o x i d i z e d .  T h e  i n t e r m e d i a t e  i n  t h i s  r e a c t i o n  p r o d ­

u c e s  t h e  b l o l u m i n e s e n c e . T h e  n u m b e r  o f  i n i t i a l  l i g h t

f l a s h e s  w e r e  m e a s u r e d  i n  a  B e c k m a n  L S - 2 3 0  s p e c t r o m e t e r  i n  a  

t r i t i u m  v o l t a g e  i n t e r v a l  f o r  6 s e c o n d s  w i t h  t h e  c o i n c i d e n c e  

s w i t c h  o f f  A s s a y s  w e r e  d o n e  i n  a  p h o s p h a t e —a r s e n a t e  b u f f e r  

c o n t a i n i n g  0 - 1 M KH2 P 0 4 ^  0 . 1 M  a r s e n a t e ,  40mM M g 2 S 0 4  a n d  4 OmM 

MgCl  ( p H 7 . 4 ) .  A n e w ATP s t a n d a r d  w a s  e s t a b l i s h e d  f o r  e a c h  

e x p e r i m e n t  w i t h  t h e  s o d i u m  s a l t  o f  ATP a n d  a  f r e s h  f i r e f l y  

l a n t e r n  e x t r a c t .  T h e  a s s a y  w a s  l i n e a r  o v e r  a  r a n g e  o f  1 t o  

lOOnM ATP.  ( P . E .  S t a n l e y  a n d  S . G .  W i l l i a m s  ,  1 9 6 9 ) .  To

I n s u r e  t h a t  t h e r e  w a s  n o  c h e m i c a l  i n t e r f e r e n c e  by  t h e  h o m o ­

g e n i z i n g  b u f f e r  ( GMTD) ,  a c o n t r o l  s a m p l e  c o n t a i n i n g  GMTD 

a l o n e  w i t h o u t  c y t o s o l  wa s  u s e d  i n  e a c h  e x p e r i m e n t .



6 2 .

C y c l i c  N u c l e o t i d e  M e a s u r e m e n t s :

A l i q u o t s  o f  c e l l s ^  o f  c e l l u l a r  h o m o g e n a t e s  o r  o f  c y t o s o l  

w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  a c i d i c  e t h a n o l  ( I N  H C l / l O O m l  e t h a n o l )  I n  

a  r a t i o  o f  2 p a r t s  e t h a n o l  t o  i p a r t  c e l l  s a m p l e  a n d  a l l o w e d  

t o  s t a n d  f o r  5 m i n u t e s  a t  r o o m t e m p e r a t u r e  t o  p r e c i p i t a t e  

p r o t e i n .  F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n ^  t h e  s u p e r n a t a n t  wa s

r e m o v e d  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  wa s  w a s h e d  o n c e  w i t h  e t h a -

n o l : w a t e r  ( 2 : 1 )  a n d  c e n t r i f u g e d .  Th e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  c o m ­

b i n e d ,  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  a t  5 5£  u n d e r  a s t r e a m  o f  n i t r o ­

g e n  a n d  d i l u t e d  i n  0 . 5 m l  o f  T r i s - E D T A  b u f f e r  ( 0 . 0 5 M  T r i e  pH 

7 . 5  a n d  4mM E D T A ) . A c o m p e t i t i v e  p r o t e i n  b i n d i n g  a s s a y

( A m e r s h a m  k i t  # 4 3 2 )  wa s  u s e d  t o  m e a s u r e  cAMP i n  a  5 0 u l  a l i ­

q u o t  o f  t h e  a b o v e  e x t r a c t .  S e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  b o u n d  

cAMP f r o m  t h e  u n b o u n d  n u c l e o t i d e  wa s  a c h i e v e d  b y  a d s o r p t i o n  

o f  t h e  f r e e  n u c l e o t i d e  w i t h  c h a r c o a l .  F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a ­

t i o n ,  a n  a l i q u o t  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  wa s  a s s a y e d  f o r  t r i t i u m  

I n  a l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  A l OOu l  a l i q u o t  o f  t h e

c e l l  e x t r a c t  wa s  u s e d  t o  m e a s u r e  cGMP by  r a d i o i m m u n o a s s a y

( A m e r s h a m  k i t  # 5 0 0 ) .  F o l l o w i n g  c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  t h e

u n l a b e l l e d  cGMP a n d  a f i x e d  q u a n t i t y  o f  t h e  3H- CGMP.  t h e  

a n t i b o d y  b o u n d  r a d i o a c t i v i t y  wa s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  u n b o u n d  

n u c l e o t i d e  by  a mmo n i u m s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n .  T h e  p r e c i p i ­

t a t e  wa s  d i s s o l v e d  I n  w a t e r  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  wa s  d e t e r ­

m i n e d  by s c i n t i l l a t i o n  s p e c t r o m e t r y .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f

cAMP w a s  d e t e r m i n e d  by c o m p a r i s o n  w i t h  a s t a n d a r d  c u r v e  o v e r



63.

a r a n g e  o f  0 - 1 6  p m o l  cAMP.  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  cGMP wa s  

d e t e r m i n e d  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  a  s t a n d a r d  c u r v e  o v e r  a  r a n g e  

o f  0 - 8 p m o l .  T h e r e  w a s  n o  c r o s s r e a c t i v i t y  I n  e i t h e r  a s s a y

b e t w e e n  t h e  2 n u c l e o t i d e s  o r  r e l a t e d  c o m p o u n d s

( ATP j GTP,  A D P , GDP) ,



T h i n - L a y e r  C h r o m a t o g r a p h y

S t o e k  s o l u t i o n s  o f  r a d l o l a b e l l e d  s t e r o i d  o r  e t h a n o l

e x t r a c t e d  s t e r o i d  t h a t  h a d  b e e n  b o u n d  t o  c y t o p l a s m i c  p r o t e -
*

I n s  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  s i l i c a  g e l  GF p l a t e s  ( ANALTECH)  

t o  d e t e r m i n e  w h a t  p e r c e n t a g e  o f  t h e  s t e r o i d  r e m a i n e d  i n  t h e  

o r i g i n a l  f o r m  o f  e s t r a d i o l  a n d  w h a t  p e r c e n t a g e  h a d  b e e n  

m e t a b o l i z e d .  A p p r o x i m a t e l y  2 0 0 , 0 0 0  DPM o f  3 H - s t e r o i d  w i t h  

5 0 0 u g  c o l d  e s t r a d i o l  c a r r i e r  w a s  d i s s o l v e d  i n  m e t h a n o l ,  

a p p l i e d  t o  e a c h  p l a t e  , a i r  d r i e d  a n d  d e v e l o p e d  f o r  4 5  m i n ­

u t e s  w i t h  c h 1 o r o f o r m : e t h y l a c e t a t e  ( 4 : 1 ) .  T h e  e s t r a d i o l  c a r ­

r i e r  w a s  l o c a t e d  u s i n g  a s h o r t  w a v e  UV s c a n .  One  cm a r e a s  

w e r e  s c r a p e d  f r o m  t h e  p l a t e  b e g i n n i n g  a t  t h e  o r i g i n  t h r o u g h  

t o  t h e  r u n n i n g  f r o n t  a n d  e l u t e d  I n  m e t h a n o l .  F o l l o w i n g  c e n -  

t r l f u g a t l o h ,  a l i q u o t s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w e r e  c o u n t e d  f o r  

t r i t i u m .  T h e  r e c o v e r y  o f  t r a c e r  w a s  t h e n  e s t a b l i s h e d  a n d  

t h e  c o u n t s  i n  e a c h  f r a c t i o n  w e r e  n o r m a l i z e d  t o  t h i s  f a c t o r .



6 5 .

P r o t e i n  A s s a y

P r o t e i n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  ( M.  B r a d ­

f o r d ,  1 9 7 6 ) ,  b a s e d  o n  t h e  b i n d i n g  o f  a  d y e ,  c o o m a s i e  b r i l ­

l i a n t  b l u e  G - 2 5 0 .  T h i s  b i n d i n g  c a u s e s  a s h i f t  i n  a b s o r p t i o n  

o f  t h e  d y e  f r o m  4 6 5 n m t o  5 9 5 n m .  T h e  i n c r e a s e  I n  a b s o r p t i o n  

a t  595nM I s  m o n i t o r e d .  B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( l m g / m l )  w a s  

u s e d  a s  a r e f e r e n c e  s t a n d a r d .  T h e  r e s p o n s e  w a s  l i n e a r  o v e r  

a r a n g e  o f  5 - 2 5 u g  p r o t e i n .

DNA A s s a y

T h e  8 0 0 g  c e l l u l a r  p e l l e t  o r  t h e  e t h a n o l  e x t r a c t e d  p e l l e t  

I s  i n c u b a t e d  w i t h  10% p e r c h l o r i c  a c i d  f o r  15 m i n u t e s  a t  70C 

a n d  1 ml  o f  s t o c k  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  4% d 1 p h e n y 1 a m 1 n e  I n  

g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  a n d  0 . 8 m l  o f  4% a q u e o u s  a c e t a l d e h y d e  i s  

a d d e d  t o  e a c h  s a m p l e  a n d  I n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  5 0 c  t o  p r o d ­

u c e  a n  u n i d e n t i f i e d  c h r o m o p h o r e  w i t h  a n  a b s o r b a n c e  ma x i mu m 

a t  6 0 0 n m .  C a l f  t h y m u s  DNA ( 2 . 5 m g / m l )  wa s  u s e d  a s  a  r e f e r ­

e n c e  s t a n d a r d .  T h e  r e s p o n s e  wa s  l i n e a r  o v e r  a r a n g e  o f

5 - 8 0 u g  DNA ( K.  B u r t o n , 1 9 5 6  a s  m o d i f i e d  b y  K . W .  G i l e s  a n d  A.  

Mye r s ,  1 9 6 5 ) ,



P r o g e s t e r o n e  R e c e p t o r  A s s a y

C e l l  s a m p l e s  o f  e n d o m e t r i a l  s p e c i m e n s  w e r e  h o m o g e n i z e d  I n  

GMTD b u f f e r  ( 2 5 Z  g l y c e r o l ,  1 OmM T r l s  pH 7 . 6 ,  ImM MgC12 ImM 

D t t ) .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a n  u 1 t r a c e n t r 1 f u g e  

t u b e  a n d  t h e  h o m o g e n l z e r  w a s  w a s h e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  

HBSS a n d  t h e  w a s h  w a s  a d d e d  t o  t h e  h o m o g e n a t e .  T h e  b r o k e n  

c e l l  p r e p a r a t i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  4C f o r  1 h o u r  a t  

I 0 5 , 0 0 0 g  t o  p r e p a r e  a c y t o s o l i c  s u p e r n a n t a n t  • A l i q u o t s  o f  

c y t o s o l  w e r e  I n c u b a t e d  a t  OC w i t h  20nM ( 1 , 2 ~ 3 H ) - p r o g e s t e r o n e  

( 5 9 C l / m m o l  New E n g l a n d  N u c l e a r )  p l u s  2uM c o r t i s o l  I n  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  2uM c o l d  p r o g e s t e r o n e .  A f t e r  3 

h o u r s  t h e  s a m p l e s  w e r e  r a p i d l y  f r o z e n ,  t h e n  t h a w e d .  One  

h u n d r e d  u l  o f  s a m p l e  b u f f e r  (GMTD)  w a s  a d d e d  t o  e a c h  a s s a y  

t u b e  a n d  I n c u b a t e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  10 m i n u t e s .  U n b o u n d  

s t e r o i d  w a s  r e m o v e d  w i t h  a  10 m i n u t e  I n c u b a t i o n  w i t h  d e x t r a n  

c o a t e d  c h a r c o a l  ( 0 . 5 Z  c h a r c o a l  , 0 . 0 5 1  d e x t r a n  I n  GMTD

b u f f e r )  f o l l o w e d  by a 10 m i n u t e  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 0 0 0  RPM 

A l i q u o t s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w e r e  a s s a y e d  f o r  r a d i o a c t i v i t y  

u s i n g  4 . 5  ml  D i m l s c l n t  a s  t h e  s c l n t i l l a n t  a n d  4 0 0 u l  g l a c i a l  

a c e t i c  a c i d  t o  r e d u c e  q u e n c h i n g  p r o d u c e d  b y  t h e  g l y c e r o l .  

S p e c i f i c  b i n d i n g  w a s  c a l c u l a t e d  a s  t o t a l  b i n d i n g  ( a b s e n c e  o f  

c o l d  p r o g e s t e r o n e )  m i n u s  n o n s p e c i f i c  b i n d i n g  ( p r e s e n c e  o f  

c o l d  c o n p e t l n g  p r o g e s t e r o n e )  a n d  t h e  s p e c i f i c  c o u n t s  w e r e  

c o r r e c t e d  f o r  v a r i a t i o n s  I n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c y t o s o l i c  

p r o t e i n  b e t w e e n  s a m p l e s  ( a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  o f  F 

B a y a r d  e t  a l .  , 1 9 7 8 ) .



E l e c t r o p h o r e s i s

S l a b  g e l  p l a t e s  ( R .  S h a d e l  I n c .  S a n  F r a n  , C a l i f  ) w e r e  

s e a l e d  w i t h  IX a g a r o s e  s o l u t i o n .  T h e  l o w e r  r u n n i n g  s l a b

c o n s i s t e d  o f  a  10X p o l y a c r y l a m i d e  p r e p a r e d  I n  0 . 3 7 M  T r i s  

b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 IX SDS } 0 . 0 3 X  f r e s h  a m m o n i u m  p e r s u l f a t e

a n d  Te me d  ( B i o r a d ) .  T h e  u p p e r  s t a c k i n g  g e l  c o n s i s t e d  o f  a 

3X p o l y a c r y 1 a n i d e  g e l  I n  a  T r l s  b u f e r  ( p H 6 . 8 )  c o n t a i n i n g  

t h e  s a m e  a d d i t i o n s  a s  t h e  r u n n i n g  g e l  a n d  4 . 8 X  g l y c e r o l .

HEC- 1 B c y t o s o l  p r e p a r e d  I n  GMTD b u f f e r  c o n t a i n i n g  200uM 

o f  t h e  p h o s p h o d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r ,  1 s o b u t y 1 - m e t h y 1 x a n t h 1 n e  

( I BMX)  wa s  I n c u b a t e d  w i t h  1 OmM KC 1 , 1 OmM MgC12 50uM c o l d

ATP a n d  2 0 , 0 0 0  CPM ¥- 3  2P -  ATP /  pmo 1 u n l a b e l e d  ATP (AMERSHAM)  i n  

t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  l uM cAMP o r  cGMP a t  0C f o r  30  

m i n u t e s .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  a d d i n g  0 . 5  v o l u m e s  o f  

s a m p l e  b u f f e r  w h i c h  c o n t a i n e d  3X SDS,  10X g l y c e r o l  a n d  3 X 

m e r c a p t o e t h a n o 1 I n  T r l s - H C l  pH 8 . 0  a n d  h e a t i n g  f o r  5 m i n u t e s  

a t  1 0 0 C .  A l i q u o t s  o f  e a c h  s a m p l e  w e r e  l a y e r e d  o n  t o p  o f

I n d i v i d u a l  l a n e s  o f  t h e  s t a c k i n g  g e l  a n d  r u n  a t  2 m A / p l a t e  

u s i n g  a B u c h l e r  I n s t r u m e n t  p o w e r  s o u r c e .  T h e  r u n n i n g  b u f f e r  

c o n t a i n e d  0 . 0 2 5 M  T r l s  b a s e ,  0 . 1 9 2 M  g l y c i n e  a n d  0 . 1 X  SDS.  

B r o m o p h e n o l  b l u e  w a s  u s e d  t o  m a r k  t h e  r u n n i n g  f r o n t .  S i x  

p r o t e i n  s t a n d a r d s  ( P h a r m a c i a  F i n e  C h e m i c a l s )  w e r e  r u n  a l l -



m u l t a n e o u s l y  on  a  s e p a r a t e  l a n e .  T h e  s t a n d a r d s  c o n s i s t e d  o f  

p h o s p h o r y l a s e  B ( 9 4 K ) ,  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( 6 7 K ) ,  o v a l b u m i n  

( 4 3 K ) ,  c a r b o n i c  a n h y d r a s e  ( 3 0 K ) ,  s o y b e a n  t r y p s i n  I n h i b i t o r  

( 2 0 . I K)  a n d  a - l a c t a l b u m l n  ( 1 4 . 4 K ) .

F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  t h e  s t a c k i n g  g e l  a n d  t h e  r u n n i n g  

f r o n t  w e r e  r e m o v e d  a n d  t h e  r u n n i n g  g e l  w a s  f i x e d  i n  10Z TCA,  

s t a i n e d  f o r  1 h o u r  w i t h  C o o m a s s l e  b l u e  p r e p a r e d  I n  1 O X  e t h a ­

n o l  a n d  10Z a c e t i c  a c i d .  Th e  g e l  wa s  d e s t a i n e d  o v e r n i g h t  I n  

a  s o l u t i o n  o f  10Z m e t h a n o l  a n d  10Z a c e t i c  a c i d  > t r a n s f e r r e d  

t o  Wh a t ma n  L f i l t e r  p a p e r  a n d  d r i e d  o n  a B i o r a d  m o d e l  224  

s l a b  g e l  d r y e r  u s i n g  a P r e c i s i o n  s c i e n t i f i c  pump m o d e l  

P V - 3 5 .  A u t o r a d i o g r a p h y  w a s  d o n e  on t h e  d r y  g e l  u s i n g  5 " x  7" 

x - r a y  f i l m  ( E we n  P a r k e r  C o r p  ) .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  f o r

a p p r o x i m a t e l y  3 d a y s  t h e  f i l m  w a s  d e v e l o p e d  u s i n g  Ko d a k  

D - 1 9  d e v e l o p e r  a n d  f i x e d  w i t h  K o d ak  r a p i d  f i x e r .



RESULTS



The moat  i m p o r t a n t  mo t i v e  f o r  wo r k  i n  t h e  s c h o o l  and 

i n  l i f e  i s  t h e  p l e a s u r e  i n  wor k ,  p l e a s u r e  i n  i t s  r e s u l t  

and i n  t h e  knowl e dge  o f  t h e  v a l u e  o f  t h e  r e s u l t  t o  t h e  

communi t y .  Such a  p s y c h o l o g i c a l  f o u n d a t i o n  a l o n e  l e a d s  

t o  a  j o y o u s  d e s i r e  f o r  t h e  h i g h e s t  p o s e s s i o n  o f  men,  

knowl e dge  and a r t i s t - l i k e  wor kma ns h i p .

A l b e r t  E i n s t e i n



R E S U L T S :

1 M o l y b d a t e  G e n e r a t e s  E2 B i n d i n g  TN VITRO 

T h e  e f f e c t  o f  m o l y b d a t e  o n  e s t r a d i o l  b i n d i n g  I n  i n t a c t  

HEC- 1  c e l  I s  i s  s h o w n  i n  a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  i n  F i g u r e  6 . 

I n c u b a t i o n  o f  c e l l s  w i t h  3 H - E 2  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  20mM Mo 0 4 »  

f o r  6 0  m i n u t e s  r e s u l t s  I n  E2 b i n d i n g  t h a t  i s  t w o  t o  t e n  f o l d

h i g h e r  t h a n  c o n t r o l  l e v e l s  t h a t  w e r e  m e a s u r e d  i n  t h e  a b s e n c e

o f  M o 0 4 - .  T h e s e  i n c r e a s e s  i n  b i n d i n g  s i t e s  c a n  n o t  b e  t h e  

r e s u l t  o f  p r o t e c t i o n  o f  b i n d i n g  s i t e s  s i n c e  a d d i t i o n  o f  m o l '

y h d a t e  f o l l o w i n g  t h e  i n c u b a t i o n  w i t h  3 H - E 2  a n d  p r i o r  t o  h o m ­

o g e n i z a t i o n  o f  t h e  i n t a c t  c e l l  s a m p l e  r e s u l t s  I n  l i t t l e  o r  

no  I n c r e a s e  i n  EB w h i l e  a d d i t i o n  o f  m o l y b d a t e  t o  b o t h  t h e  

i n c u b a t i o n  b u f f e r  a n d  t h e  h o m o g e n i z a t i o n  b u f f e r ,  r e s u l t s  i n  

d r a m a t i c  i n c r e a s e s  i n  b i n d i n g  ( F i g u r e  7 ) .  I f  t h e  m o l y b d a t e  

d e p e n d e n t  i n c r e a s e  i n  b i n d i n g  w a s  d u e  t o  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  

' d e s t a b i l i z a t i o n '  o f  b i n d i n g ,  t h e n  b i n d i n g  s h o u l d  b e  s i m i l a r  

i n  a l l  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  m o l y b d a t e  i r r e s p e c t i v e  o f  w h e n  

Mo 0 4 »  w a s  a d d e d .  I n  a d d i t i o n  t h e  b o u n d  r e c e p t o r  a p p e a r s  t o  

b e  q u i t e  s t a b l e  f o r  m a n y  h o u r s  ( F i g u r e  8 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  

a n y  c h a n g e s  i n  b i n d i n g  l e v e l s  a r e  n o t  a f u n c t i o n  o f  b i n d i n g  

p r o t e i n  s t a b i l i t y  r a t h e r  M o 0 4 -  m u s t  b e  a c t i v e l y  i n v o l v e d  

i n  g e n e r a t i n g  ne w b i n d i n g  s i t e s  d u r i n g  t h e  i n c u b a t i o n  w i t h  

s t e r o i d  T h e  p h e n o m e n o n  a p p e a r s  t o  b e  I n d e p e n d e n t  o f  p r o ­

t e i n  s y n t h e s i s  s i n c e  i t  o c c u r s  a t  4C r e a c h e s  m a x i m a l  l e v e l s  

w i t h i n  a 5 - 1 5  m i n u t e  i n c u b a t i o n  ( F i g u r e  8 ) a n d  i s  n o t  

i n h i b i t e d  by  c y c 1 o h e x i m i d e  ( F i g u r e  9 ) .
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FIGURE 6:  S t i m u l a t i o n  o f  E2 b i n d i n g  by m o l y b d a t e .  R e s u l t s
from 14 e x p e r i m e n t s  In  w hi c h  HEC-1B c e l l s  s u s p e n d e d  In M i n i ­
mal  E s s e n t i a l  Medium we re  i n c u b a t e d  w i t h  lOOnM 3H-E2 + lOum 
DES i n  t h e  p r e s e n c e  or  a b s e n c e  of  20mM MoOA- f o r  1 h o u r .  
C e l l s  were  r a p i d l y  f r o z e n ,  thawed and e x c e s s  s t e r o i d  washed  
away w i t h  HBSS. C e l i a  were  h o m o g e n i z e d  i n  GMTD b u f f e r  (30Z  
g l y c e r o l ,  ImM MgC12, 1OmM T r l s  and 0 . ImM Dt t  pH 7 . 6 ) .  Mol ­
y b d a t e  was added  t o  t h e  h o m o g e n i z a t i o n  b u f f e r  i f  I t  was  
p r e s e n t  i n  t h e  I n c u b a t i o n  b u f f e r .  The n u c l e a r - p l a s m a  mem­
b r a n e  f r a c t i o n  was removed by c e n t r i f u g a t i o n  a t  800g  f o r  5 
m i n u t e s  and t h e  c y t o p l a s m  was t r e a t e d  w i t h  d e x t r a n - c o a t e d
c h a r c o a l  ( 0 . 5 Z  c h a r c o a l ,  0 . 0 5 Z  d e x t r a n  i n  lOmM T r l s - H C l  pH
8 . 0 ) .  A l i q u o t s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  were  c o u n t e d .  N o n s p e ­
c i f i c  DPM ( i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DES) were  s u b t r a c t e d  from 
t o t a l  DPM t o  g e t  s p e c i f i c a l l y  bound c o u n t s  and t h e  r e s u l t s  
were  n o r m a l i z e d  t o  DNA c o n t e n t  i n  e a c h  s a m p l e .
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FIGURE 7:  S t i m u l a t i o n  and p r o t e c t i o n  o f  EZ b i n d i n g  by m b l -
y b d a t e .  R e s u l t s  f ro m 3 r e p r e s e n t a t i v e  b i n d i n g  e x p e r i m e n t s  
p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  I n  t h e  l e g e n d  t o  f i g u r e  6 .  The c l e a r  
b a r  on t h e  l e f t  o f  e a c h  e x p e r i m e n t  r e p r e s e n t s  E2 b i n d i n g  In  
t h e  a b s e n c e  o f  m o l y b d a t e .  The m i d d l e  b a r  r e p r e s e n t s  b i n d i n g  
when 20mM H o 0 4 -  was  a d d e d  t o  b o t h  t h e  I n c u b a t i o n  and t h e  
h o m o g e n i z a t i o n  b u f f e r .  The b a r  on t h e  f a r  r i g h t  i n  e a c h  s e t  
r e p r e s e n t s  r e s u l t s  when t h e  c e l l s  w e r e  I n c u b a t e d  I n  t h e  
a b s e n c e  o f  m o l y b d a t e  and h o m o g e n i z e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m o l -  
v b d a  t e .
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f I C U R E  8 :  T i n a  f o r  b a s a l  a n d  m o l y b d a t e  s t i m u l a t e d  b i n d i n g  Co 
r e a c h  e q u i l i b r i u m  I n  I n C a c C  c e l l s .  R E C - 1 B  c a l l s  w e r e  I n c u ­
b a t e d  w i t h  E 2 ±  DES f o r  3 m i n u t e s  Co 3 h o u r s .  S a m p l e s  v e r s  
p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  I n  t h e  l e g e n d  f o r  f i g u r e  t i .  E a c h  
o o l a t  ,Xf«p. r  e s . e J l t a  t h e  m e a n  + SE f o r  3 e x n e r t m a n e * .
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FI GURl i  9 :  E f f e c t  o f  e y e l o h e x l m l d e  o n  m o l y b d a t e  d e p e n d e n t
s t i m u l a t i o n  o f  E2 b i n d i n g .  HEC-18 c e l l s  w e r e  p r e i n c u b a t e d  
I n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  1 5 u g / m l  c y c l o h e x i m l d e  f o r  30  
m i n u t e s  and t h e n  i n c u b a t e d  f o r  1 h o u r  w i t h  o r  w i t h o u t  2 OmM 
m o l y b d a t e  and 3H-E2 £  DES.  C e l l s  w e r e  p r o c e s s e d  a s
d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  6 and  c y t o l a s m l c  b i n d i n g  was  n o r m a l i s e d  
t o  DNA c o n t e n t  i n  e a c h  s a m p l e .
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2 C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  M o 0 4 -  

D e p e n d e n t  I n c r e a s e  I n  EB:

F i g u r e  10 Bh o w s  a d o s e  d e p e n d e n t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  M o 0 4 "  a d d e d  t o  t h e  i n c u b a t i o n  o f  I n t a c t  

HEC c e l l s  w i t h  3 H - E 2  a n d  t h e  c h a n g e s  i n  EB.  M a x i m a l  

i n c r e a s e s  w e r e  p r o d u c e d  w i t h  20mM M o 0 4 “ ; h i g h e r  c o n c e n t r a ­

t i o n s  ( 3 0 - 4 0 m M )  r e s u l t e d  i n  a d e c r e a s e  i n  EB,  s o m e t i m e s  t o  

l e v e l s  b e l o w  b a s a l  v a l u e s .

S a t u r a t i o n  a n a l y s i s  i n  i n t a c t  c e l l s  ( F i g u r e  1 1 )  r e v e a l s  

t h a t  b o t h  t h e  h i g h  a f f i n i t y  ( s a t u r a b l e  w i t h  20nM E 2 )  a n d  t h e  

l o w  a f f i n i t y  ( s a t u r a b l e  w i t h  8 0 - 1 0 0 n M  E 2 )  b i n d i n g  s i t e s  a r e  

i n c r e a s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  20mM M o 0 4 « .  T h o u g h  t h e  f u n c ­

t i o n  o f  t h e  s e c o n d  l o w e r  a f f i n i t y  s i t e  i s  u n k n o w n ,  i t  i s  

c l e a r  t h a t  t h e  p o o l  o f  l o w  a f f i n i t y  b i n d e r s  e x c e e d s  t h e  

p o o l  o f  h i g h  a f f i n i t y  b i n d e r s .  A l l  s u b s e q e n t  e x p e r i m e n t s  

u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d  w e r e  d o n e  w i t h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  E2 

t h a t  w o u l d  e n s u r e  s a t u r a t i o n  o f  b o t h  s i t e s .

T h e  n e x t  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  d i r e c t e d  t o w a r d s  d e t e r ­

m i n i n g  w h e t h e r  M o 0 4 «  c o u l d  i n c r e a s e  EB i f  t h e  c e l l s  w e r e  

f i r s t  b r o k e n  b e f o r e  i n c u b a t i n g  w i t h  s t e r o i d  a n d  m o l y b d a t e  

a n d ,  i f  s o ,  w h e t h e r  t h e  c o n d i t i o n s  f o r  t h i s  e f f e c t  w o u l d  be  

s i m i l a r  t o  t h o s e  s e e n  i n  t h e  i n t a c t  c e l l  s y s t e m .  C e l l s  w e r e  

h o m o g e n i z e d  a n d  t h e  w h o l e  c e l l  h o m o g e n a t e  w a s  I n c u b a t e d  i n  

t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  m o l y b d a t e .  U n d e r  t h e s e  c o n d i ­

t i o n s ,  M o 0 4 >  wa s  s t i l l  a b l e  t o  I n c r e a s e  c y t o p l a s m i c  E2 b i n d ­

i n g .  T h e  e f f e c t  w a s  o n c e  a g a i n  d o s e  d e p e n d e n t  ( F i g u r e  1 2 ) ,
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EFFECTS OF M0 O4 ON EB L E V E L S  IN 
H E C -1  C E L L S
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3 . 0
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1.0

0

□  No M0 O4

[j^j M o ( i n c u b a t i o n  and  
hom ogenization)

0  10 2 0  3 0  4 0
M0 O4 CONCENTRATION ( mM)

FI GURE 1 0 :  D o s e  r e s p o n s e  t o  m o l y b d a t e  I n  I n t a c t  c e l l s .
HEC- 1 B c e l l s  w e r e  I n c u b a t e d  w i t h  3 H - E 2  +  l OOx DES w i t h o u t  
m o l y b d a t e  o r  w i t h  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  m o l y b d a t e  f o r  1 h o u r  a t  
4 C .  I d e n t i c a l  a m o u n t s  o f  m o l y b d a t e  w e r e  a d d e d  t o  t h e  h o m o -  
g c  n l z a t I o n  b u f f e r  a s  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  I n c u b a t i o n  m e d i u m  o f  
e a c h  c e l l  s a m p l e .  C e l l s  w e r e  p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i a -  
u r  e  6 .
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Ulhole C e l l s :  S a t u r a t i o n  H ^ a l y s i s
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FI GURE 1 1 :  S a t u r a t i o n  a n a l y s i s  o f  E2 b i n d i n g  I n  i n t a c t
HEC—IB c e l l s .  C e l l s  w e r e  I n c u b a t e d  I n  t h e  p r e s e n c e  o r  
a b s e n c e  o f  20tnM M o 0 4 -  a n d  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e s t r a ­
d i o l  f r o m  5nM t o  lOOnM ±  1 0 0 *  DES f o r  1 h o u r  a t  4C S a m p l e s  
w e r e  p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  I n  f i g u r e  6 .
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FIGURE 1 2 :  D o s e  r e s p o n s e  t o  m o l y b d a t e  I n  b r o k e n  c e l l  p r e p a -
r e t l o n s .  HEC-1B c e l l s  w e r e  h o m o g e n i z e d  I n  GMTD b u f f e r  e nd  
s l l q u o t s  w e r e  I n c u b a t e d  w i t h  lOOnM 3 H - E 2 +  lOum DES i n  t h e  
p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o l y b d a t e  
f o r  9 0  m i n u t e s .  S a m p l e s  w e r e  r a p i d l y  f r o z e n ,  t h a w e d  and

• d i l u t e d  i n  3 5 0 u l  GMTD t o  f a c i l i t a t e  h a n d l i n g .  E ac h  s a m p l e
was  t r e a t e d  w i t h  d e x t r a n  c o a t e d  c h a r c o a l  f o r  20  m i n u t e s  a t
*C and c e n t r i f u g e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  20  m i n u t e s .  A l i q u o t s  
o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w e r e  a s s a y e d  f o r  t r i t i u m .  c o u n t s  w e r e  
n o r m a l i z e d  t o  s a m p l e  p r o t e i n  c o n t e n t  and  n o n s p e c i f i c  b i n d i n g  
was  s u b t r a c t e d  f r o m  t o t a l  b i n d i n g  t o  d e t e r m i n e  s p e c i f i c  
b i n d i n g .  E ac h  v a l u e  I s  t h e  me an  o f  d u p l i c a t e  m e a s u r e m e n t s .



w i t h  m a x i m a l  e f f e c t s  o c c u r r i n g  a t  20mM M o 0 4 » .  G r e a t e r

a m o u n t s  o f  m o l y b d a t e  r e s u l t  i n  a  r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g .

B i n d i n g  e q u i l i b r i u m  f o r  n o n - m o l y b d a t e  t r e a t e d  c e l l s  a n d  

f o r  m o l y b d a t e  t r e a t e d  c e l l s  i s  r e a c h e d  r a p i d l y ,  8 0 1  o f  m a x i ­

m a l  b i n d i n g  i s  a c h i e v e d  a f t e r  5 m i n u t e s  ( F i g u r e  1 3 ) .

B o t h  t h e  h i g h  a f f i n i t y  a n d  t h e  l o w  a f f i n i t y  b i n d e r s  a r e  

e l e v a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m o l y b d a t e .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

s t e r o i d  r e q u i r e d  t o  s a t u r a t e  b o t h  b i n d i n g  p r o t e i n s  i n  t h e  

b r o k e n  c e l l  s y s t e m  i s  s i m i l a r  t o  w h a t  w a s  s e e n  i n  I n t a c t  

c e l l s  ( F i g u r e  1 4 ) .

S t u d y i n g  t h e  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  m o l y b d a t e  a n d  t h e  

b i o c h e m i c a l  r e g u l a t i o n  o f  E 2 b i n d i n g  i s  g r e a t l y  f a c i l i t a t e d  

by  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  a  b r o k e n  c e l l  s y s t e m  t h a t  i s  r e s p o n ­

s i v e  t o  m o l y b d a t e .  I t  i s  n o w p o s s i b l e  t o  ( 1 )  f r a c t i o n a t e  

t h e  b r o k e n  c e l l  p r e p a r a t i o n  a n d  r e c o n s t i t u t e  s u b c e l l u l a r  

f r a c t i o n s  t o  d e t e r m i n e  t h e  s i t e ( s )  w i t h i n  t h e  c e l l  t h a t  m o l ­

y b d a t e  a c t s  u p o n  a n d  ( 2 ) a d d  o t h e r  n o n - d 1 f f u s a b l e  s u b s t a n c e s  

t o  t h e  c e l l  p r e p a r a t i o n  t o  s e e  i f  a n y  p h y s i o l o g i c a l  c o m ­

p o u n d s  c a n  m i m i c  t h e  m o l y b d a t e  e f f e c t  w i t h o u t  b e i n g  a d d i t i v e  

w i t h  M o 0 4 » .
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FI GURE 1 3 :  T i m e  f o r  b a s a l  a n d  m o l y b d a t e  s t i m u l a t e d  b i n d i n g
t o  r e a c h  e q u i l i b r i u m  I n  b r o k e n  c e l l s *  C e l l s  w e r e  h o m o g e n i z e d  
a n d  a l i q u o t s  w e r e  I n c u b a t e d  w i t h  lOOnM 3H—E2 +  l O u l  DES f o r  
v a r y i n g  a m o u n t s  o f  t i m e  f r o m  S m i n u t e s  t o  4 h o u r s  a n d  t h e n  
r a p i d l y  f r o z e n  a n d  s t o r e d  u n t i l  a l l  I n c u b a t i o n  w e r e  c o m ­
p l e t e .  S a m p l e s  w e r e  p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  1 2 .  
E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  m e a n  o f  d u p l i c a t e s .
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FI GURE 1 4 :  S a t u r a t i o n  a n a l y s i s  o f  E2 b i n d i n g  i n  b r o k e n
H E O I B  c e l l s .  A l i q u o t s  o f  t h e  c e l l  h o m o g e n a t e  w e r e  i n c u ­
b a t e d  w i t h  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  3 H - E 2  + l OOx DES ( 5nM 
t o  8 0 n M ) .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  a f t e r  9 0  m i n u t e s  b y  r a p i d  
f r e e z i n g  a n d  s a m p l e s  w e r e  p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  l e g ­
e n d  t o  f i g u r e  1 2 .  R e s u l t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  4 s e p a r a t e
e x p e  r  i n e n t s .
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3 .  F r a c t i o n a t i o n  a n d  R e c o n s t i t u t i o n  S t u d i e s  

I n  F i g u r e  1 5 ,  a  m a t c h e d  p a i r  s t u d e n t  t - t e s t  w a s  u s e d  t o  

e v a l u a t e  t h e  e f f e c t  o f  Mo 0 4 «  o n  EB i n  d i f f e r e n t  c e l l u l a r  a n d  

s u b c e l l u l a r  p r e p a r a t i o n s  f r o m  H E C - l  c e l l s  a n d  f r o m  f r e s h  

e n d o m e t r i u m .  M o 0 4 -  I n c r e a s e s  t h e  l e v e l  o f  s p e c i f i c  c y t o ­

p l a s m i c  b i n d i n g  s i t e s  w h e n  a d d e d  t o  t h e  i n c u b a t i o n  o f  I n t a c t  

c e l l s  w i t h  lOOnM 3 H - E 2  a t  4C ( p < . 0 2 )  o r  w h e n  a d d e d  t o  i n c u ­

b a t i o n s  o f  h o n o g e n a t e s  p r e p a r e d  f r o m  t h e s e  c e l l s  ( p < . 0 1 ) .  

T h e  e f f e c t  o f  m o l y b d a t e  w a s  n o t  o b s e r v e d  o n c e  t h e  h o m o g e n a t e  

wa s  f r a c t i o n a t e d  a n d  t h e  l o w  s p e e d  s u p e r n a t a n t  ( c y t o p l a s m ) j  

t h e  h i g h  s p e e d  s u p e r n a t a n t  ( c y t o s o l )  o r  t h e  l o w  s p e e d  p e l l e t  

( n u c l e a r - p l a s m a  m e m b r a n e  f r a g m e n t s )  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  m o l ­

y b d a t e  a n d  r a d i o l a b e l e d  e s t r a d i o l .  R e s u s p e n s i o n  o f  t h e  l o w  

s p e e d  p e l l e t  w i t h  t h e  c y t o s o l i c  f r a c t i o n  r e s t o r e s  t h e  s e n s i ­

t i v i t y  o f  c y t o s o l i c  b i n d i n g  t o  m o l y b d a t e  ( p < . 0 2 ) ,  T h e  l o w  

s p e e d  p e l l e t  wa s  f r a c t i o n a t e d  o n  a  d i s c o n t i n u o u s  s u c r o s e  

g r a d i e n t  i n t o  e n r i c h e d  n u c l e i  a n d  p l a s m a  m e m b r a n e  p o r t i o n s  

( R . J .  P i e t r a s  a n d  C . M .  S z e g o ,  1 9 7 9 )  a n d  e a c h  p o r t i o n  w a s  

r e s u s p e n d e d  i n  c y t o s o l .  S i g n i f i c a n t  I n c r e a s e s  i n  c y t o s o l i c  

e s t r a d i o l  b i n d i n g  l e v e l s  i n  r e s p o n s e  t o  a d d i t i o n  o f  m o l y b -  

d a t e  w e r e  o b s e r v e d  o n l y  i n  m i x t u r e s  o f  c y t o s o l  a n d  p l a s m a  

m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s  ( p < . 0 2 ) .  T h i s  f i n d i n g  i n d i c a t e s  t h a t  

a c t i v a t i o n  o f  s o l u b l e  E2 b i n d i n g  s i t e s  by  m o l y b d a t e  r e q u i r e s  

m e m b r a n e  b o u n d  f a c t o r s .
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FIGURE 13:  E f f e c t *  o? 20mM MoOA" on t h e  l e v e l *  o f  s p e c i f i c
e s t r o g e n  b i n d e r s  l a b e l l e d  w i t h  3H-E2 d u r i n g  l n c u b e c l o n *  o f  
I n t e n t  HEC-1B c e l l * .  w h o l e  c e l l  h o m o g e n a t e *  o r  d i f f e r e n t  
■ u b c e l l u l e r  f r e c t l o n e .  C e l l *  w e r e  I n c u b a t e d  w i t h  lOOnM 
J H - I 2  ^  IOuM DES i n  MEM, w i t h  o r  w i t h o u t  Mo04~ f o r  1 . 5  h o u r *  
a t  AC. A f t e r  w a s h i n g  t h e  c e l l *  w i t h  HESS,  t h e  c e l l s  w a r e  
h o n o g e n l s e d  I n  GMTD b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 0 5 X  t r i t o n  X- 1 0 0  
( c e l l *  i n c u b a t e d  w i t h  MoOA- w e r e  h o m o g e n i s e d  w i t h  MoOA-) .  
The  h o a o g e n a t *  we* c n t r l f u g e d ,  t r e a t e d  w i t h  c h a r c o a l  a n d  
r a d i o a c t i v i t y  m e a s u r e d  I n  t h e  s u p e r n a t a n t  a*  d e s c r i b e d  In  
f l g u r *  6 .

H o n o g e n a t e *  o f  u n l a b a l l e d  c e l l *  w e r e  p r e p a r e d  I n  CMTD 
b u f f e r .  The h o n o g e n a t e  we* f r a c t i o n a t e d  i n t o  c y t o p l a s a  a n d  
a  l ow s p e e d  p a l l e t  c o n t a i n i n g  n u c l e i  a n d  p l a s m a  me mbr a ne  
f r a g m e n t s  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  BOOg f o r  3 m i n u t e s .  C y t o s o l  
wa s  p r e p a r e d  f r o m c y t o p l a s m  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 3 , 0 0 0 g  
f o r  1 h o u r .  The low * p l n  p e l l e t  o b t a i n e d  f r o m  t h e  80 0 g  a p l n  
wa* f r a c t i o n a t e d  I n t o  a  n u c l e a r  a n d  p l a s m a  me mb r a n e  f r a c t i o n  
by d i s c o n t i n u o u s  s u c r o s e  d e n s i t y  c e n t r i f u g a t i o n  a s  d e s c r i b e d  
i n  f i g u r e  1 2  a n d  s p e c i f i c  b i n d i n g  wa* d « t e r m l n * d  I n  t h e  
p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  20mM MoOA-.

! i - 3

t - 0 . 7 0
NS
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4 R e g u l a t i o n  o f  E2 B i n d i n g  b y  P h y s i o l o g i c a l  S u b s t a n c e s

T h e  r e q u i r e m e n t  o f  p l a s m a  m e m b r a n e s  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  

E2 b i n d i n g  s i t e s  by  m o l y b d a t e  a l o n g  w i t h  r e p o r t s  t h a t  a d e n y ­

l a t e  c y c l a s e  c o u l d  b e  s t i m u l a t e d  3 - 7  f o l d  by  m o l y b d a t e  

t u n g s t a t e  a n d  v a n a d a t e  ( J . M .  R i c h a r d s  a n d  W . I .  S w i s l o c k i ,  

1 9 7 9 ;  P . L .  Hwa n g  a n d  R . J .  R y a n ,  1 9 8 1 ;  M. K r a v i r t z  e t  a l . ,  

1 9 8 2 )  a n d  r e p o r t s  t h a t  s t e r o i d  b i n d i n g  ma y  b e  r e g u l a t e d  by 

p h o B p h o r y 1 a t i o n  ( s e e  i n t r o d u c t i o n -  I X - 2 E )  s u g g e s t e d  t h a t  

c y c l i c  n u c l e o t i d e s  m i g h t  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t o r y  p r o c ­

e s s *  F i g u r e  16 s h o w s  t h a t  a d d i t i o n  o f  ImM ATP,  GTP o r  cGMP 

t o  HEC- 1  c e l l  h o m o g e n a t e s  r e s u l t s  i n  a c t i v a t i o n  o f  c y t o ­

p l a s m i c  E 2 b i n d i n g  t h a t  i s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  l e v e l s  f o u n d  

u p o n  a d d i t i o n  o f  20mM M o 0 4 * .  I n  c o n t r a s t  ImM cAMP c a u s e d  

l e v e l s  o f  EB t o  d e c l i n e  b e l o w  c o n t r o l  l e v e l s .  T h e  e f f e c t s  

o f  GTP a n d  ATP o n  EB l e v e l s  w e r e  n o t  a d d i t i v e  w i t h  t h e  

e f f e c t  o f  m o l y b d a t e  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) .  T h e s e  r e s u l t s  p r o ­

v i d e  s o m e  I n s i g h t  i n t o  t h e  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  m o l y b d a t e ,  

b u t  m o r e  i m p o r t a n t l y ,  r e v e a l s  a p o s s i b l e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  e s t r a d i o l  b i n d i n g  l e v e l s  a n d  m e t a b o 1 1 c a 1 l y  I m p o r t a n t  

c o m p o u n d s .  T h e  s t i m u l a t i o n  o f  s p e c i f i c  e s t r o g e n  b i n d i n g  I n  

c e l l  h o m o g e n a t e s  b y  GTP may r e f l e c t  i t s  r o l e  a s  a  p r e c u r s o r  

o f  cGMP.  W i t h  r e g a r d  t o  t h i s  p o s s i b i l i t y  i t  i s  o f  I n t e r e s t  

t h a t  g u a n y 1 y 1 i r a l s o d 1 p h o s p h a t e , a n o n h y d r a 1 y z a b 1 e a n a l o g  o f  

GTP d o e s  n o t  i n c r e a s e  EB l e v e l s  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) .

I t  ma y  s e e m  s u r p r i s i n g  t h a t  A T P ,  a  p r e c u r s o r  o f  cAMP 

a l s o  a c t i v a t e s  E2 b i n d i n g .  I n  a d l t l o n ,  i n  a l l  b u t  t w o  s y s -
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FI GURE 1 6 :  C o m p a r i s o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  MoOA*,  ATP,  GTP,
cGMP a n d  cAMP o n  c y t o p l a s m i c  E2  b i n d e r s  I n  HEC- 1  c e l l s .  
C e l l s  w e r e  h o m o g e n i z e d  a s  i n  f i g u r e  13 a n d  20mM MoOA** o r  
t h r e e  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  ATP,  GTP ,  cGMP,  o r  cAMP 
w e r e  a d d e d  t o  t h e  h o m o g e n a t e  t o g e t h e r  w i t h  80nM 3 H - E 2  w i t h  
o r  w i t h o u t  8 uM DES.  F o l l o w i n g  a  9 0  m i n u t e  i n c u b a t i o n  a t  AC.  
c y t o p l a s m i c  E2 b i n d i n g  l e v e l s  w e r e  m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  I n  
f i g u r e  1 3 .  E a c h  v a l u e  r e p r e s e n t s  a n  a v e r a g e  o f  d u p l i c a t e  
d e t e r m i n a t i o n s .  T h e  d a t a  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  e x p e r i m e n t s .
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t e r n s  s t u d i e d ,  ATP i n h i b i t s  g u a n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y .  How-  

e v e r ,  i n  c a l f  u t e r u s ,  g u a n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  i s  s t i m u ­

l a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ATP ( M . I  S i e g e l  e t  a l . ^  1 9 7 6 ) .  I t

i s  p o s s i b l e  t h a t  ATP c o u l d  b e  a c t i v a t i n g  E2 b i n d i n g  by s t i m ­

u l a t i n g  a  p a r t i c u l a t e  f o r m  o f  g u a n y l a t e  c y c l a s e  i n  t h i s  

h u m a n  u t e r i n e  p r e p a r a t i o n  o r  i t  may s e r v e  a s  a  p h o s p h a t e  

d o n o r  i n  p h o s p h o r y l a t i o n s  c a t a l y z e d  b y  a  cGMP k i n a s e .

cAMP wa s  a b l e  t o  c o u n t e r a c t  t h e  s t i m u l a t i n g  e f f e c t s  o f  

H o 0 4 - ^  ATP a n d  cGMP o n  b i n d i n g  ( F i g u r e  1 7 ) .  T h e  f i n d i n g  

t h a t  cAMP a n d  cGMP h a v e  o p p o s i t e  e f f e c t s  o n  EB l e v e l s  i s  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  a c t i o n  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  o n  v a r i o u s  

o t h e r  p h y s i o l o g i c a l  e v e n t s  ( N . D .  G o l d b e r g  e t  a l .  ;  1 9 7 4 ) .

R e g u l a t i o n  o f  s t e r o i d  b i n d i n g  may r e p r e s e n t  a n o t h e r  b i d i r e c -  

t i o n a l l y  c o n t r o l l e d  s y s t e m  by c y c l i c  n u c l e o t i d e s .

As w a s  s h o w n  w i t h  m o l y b d a t e ,  n e i t h e r  ATP n o r  GTP h a d  a n y  

e f f e c t  o n  e s t r o g e n  b i n d i n g  i n  c y t o p l a s m i c  o r  c y t o s o l i c  p r e p ­

a r a t i o n s  ( F i g u r e  1 8 ) .  I n  c o n t r a s t ,  b o t h  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  

m a i n t a i n e d  t h e i r  r e s p e c t i v e  e f f e c t s  i n  t h e s e  f r a c t i o n s ,  cGMP 

i n c r e a s i n g  EB l e v e l s  a n d  cAMP d e c r e a s i n g  b i n d i n g  l e v e l s .  

T h e s e  o b s e r v a t i o n s  e x t e n d  p r e v i o u s  f i n d i n g s  o n  t h e  I n v o l v e ­

m e n t  o f  c o m p o n e n t s  o f  t h e  n u c l e a r - p 1 a s m a  m e m b r a n e  p e l l e t  i n  

t h e  g e n e r a t i o n  o f  E2 b i n d i n g  s i t e s  a n d  o n c e  a g a i n  s u g g e s t s  a 

c o mmo n  mo d e  o f  a c t i o n  b y  m o l y b d a t e  a n d  t h e  t w o  n u c l e o t i d e  

t r i p h o s p h a t e s .

T a b l e  4 s u m m a r i z e s  t h e  e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  i n  t h e  

HEC- 1B c e l l  l l n e >  i n  f r e s h  h u m a n  e n d o m e t r i u m  a n d  i n  f r e s h
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FIGURE 17:  C o m p a r i s o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  cAMP on  E2 b i n d e r  
a c t i v a t i o n  a f f e c t e d  by  Mo 0 4 > ,  ATP,  GTP o r  cGMP.  HEC-1 c e l l s  
w e r e  h o m o g e n i s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  13 a n d  20mM M o 0 4 - ,  
ImM ATP,  ImM GTP o r  ImM cGMP w a s  a d d e d  t o  t h e  h o m o g e n a t e  
s e p a r a t e l y  o r  t o g e t h e r  w i t h  ImM cAMP a n d  I n c u b a t e d  w i t h  
3 H - E 2 .  S p e c i f i c  c y t o p l a s m i c  b l a d i n g  w a s  m e a s u r e d  a s  
d e s c r i b e d  I n  f i g u r e  1 3 .  E a c h  v a l u e  r e p r e s e n t s  a n  a v e r a g e  o f  
d u p l i c a t e  d e t e r m l  T h e  d a t a  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  e x p e ­
r i m e n t s  w h i c h  y i e l d e d  s i m i l a r  r e s u l t s .
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FIGURE 18 E f f e c t s  o f  
cGMP a n d  ImM cAMP o n  t h  
l a b e l l e d  w i t h  3H- E2 do 
g e n a t e s ,  c y t o p l a s m  o 
C e l l s  w e r e  h o m o g e n i z e d  
h o m o g e n a t e  was  c e n t r l f u  
c y t o p l a s m  a n d  a p o r t l o  
h o u r  t o  p r e p a r e  c y t o s o  
I n c u b a t e d  w i t h  80nM 3H 
a d d i t i o n s  o r  w i t h  o n e  
90 m i n u t e s  a t  4C.  Rad 
o f  t h e  c h a r c o a l  t r e a t s  
m i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f 
a e n c a t l v e  o f  7 o t h e r  ex

CVTCPLASM
20mM m o l y b d a t  
e l e v e l s  o f  s 
r i n g  l n c u b a t l  
r  c y t o s o l  p r  

I n  GMTD b u f  
g e d  a t  8 0 0 g  
n wa s c en  t  r  1 
1 .  E a c h  o f  
- E 2  w i t h  o r  
o f  t h e  a b o v e  
l o a c t l v l t y  wa 
d s u p e r n a t a n t  
l g u r e  1 2 . 
p e r i m e n t  a .

CVTCSOL

e ,  ImM GTP.  ImM ATP,  ImM 
p e e l f l c  e s t r o g e n  b i n d e r s  
o n e  o f  w h o l e  c e l l  h o m o -  
s p a r e d  f r o m  H E C - c e l l s .  
f e r .  A p o r t i o n  o f  t h e  
f o r  5 m i n u t e s  t o  p r e p a r e  
f u g e d  a t  1 0 5 , 0 0 0 g  f o r  1 
t h e s e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  
w i t h o u t  8uM DES w i t h  no  

m e n t i o n e d  a d d i t i o n s  f o r  
s m e a s u r e d  I n  a n  a l i q u o t  

a n d  b i n d i n g  wa s  d e t e r -  
T h e s a  r e s u l t s  a r e  r a p r e -



Table 4

E f f e c t  o f  M o ly b d a te .  N u c l e o t i d e  T r ip h o s n h a t e a  and C y c l i c  N u c l e o t i d e s  
on T o t a l  C y to p la s m ic  E s t r a d i o l  B in d in g  i n  Broken  C e l l  P r e p a r a t i o n s :

Comparison (H) Mean (Cont) Mean <Exp) S i g n i f i c a n c e

HEC-1B C e l l s :
C o n t r o l  v s .  Mo04«" 9 1.85 5.83 P < .001
C o n t r o l  v s .  GIF 6 1 .94 6.40 P < . 0 0 1
C o n t ro l  v s .  ATF 6 2. 23 5.25 P <  .02
C o n t ro l  v s .  cGMP 9 1.65 6.14 P < .001
C o n t r o l  v s .  cAMP 9 2 .18 0.49 P <  .002

1

C o n t r o l v s . KoQ4- 8
F re s h  Human Endometrium: 

1.24 2.79 P t  .05
C o n t ro l v s . GTP 7 0.77 2.69 P < .05
C o n t ro l v s . ATP 6 0.85 2.22 P< .05
C o n t ro l v s , cGMP 6 0 .86 2.41 PC .05
C o n t ro l v s . cAMP 4 0 .84 0 .41 P <  .02

C o n t ro l vs . MoQ4« 6
E n d o m e t r ia l

1.05
Adeno c a r  cinoma;

1.87 P <r .002
C o n t ro l v s . GTP 6 1.05 2.14 P < .002
C o n t ro l v s . ATP 6 1.05 2.17 P <  .02
C o n t ro l v s . cGMP 9 1.26 3.19 P <  .02
C o n t r o l v s . cAMP 7 1.67 0 .3 1 P <  .02



e n d o m e t r i a l  a d e n o c a r c i n o m a  A s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  I n

e s t r a d i o l  b i n d i n g  b y  M o 0 4 - ( G T P ,  ATP a n d  cGMP a n d  a s i g n i f i ­

c a n t  r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g  i n  r e s p o n s e  t o  cAMP i s  s e e n  i n  a l l  

t h r e e  s y s t e m s  a s  e v a l u a t e d  by m a t c h e d  p a i r  s t u d e n t  t - t e s t s .

N u c l e a r  r e c e p t o r  w e r e  n o t  a f f e c t e d  b y  m o l y b d a t e  ( T a b l e  

5 )  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  c h a n g e s  i n  c y t o p l a s m i c  b i n d i n g  

p r o d u c e d  b y  t h s  c o m p o u n d  i s  n o t  d u e  t o  i n t r a c e l l u l a r  r e d i s ­

t r i b u t i o n  o f  b i n d i n g  p r o t e i n s  b e t w e e n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  

n u c l e u s .  T h i s  f i n d i n g  i s  f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e d  by  t h e  d e m ­

o n s t r a t i o n  t h a t  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  a l t e r  E2 b i n d i n g  i n  c y t o ­

s o l  ( i n  t h e  a b s e n c e  o f  n u c l e i ) .

I n  p r e l i m i n a r y  t r i a l s ,  c o m p o u n d s  t h a t  a r e  k n o w n  t o  s t i m ­

u l a t e  g u a n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y ,  e . g .  n 1 t r o p r u s s i d e  , n i t r i c  

o x i d e  a n d  m e t c h o l i n e  ( F .  M u r a d  a t  e l . ,  1 9 7 8 )  a l l  e l e v a t e d  

e s t r o g e n  b i n d i n g  l e v e l s  2 - 5  f o l d  i n  c e l l  h o m o g e n a t e s  b u t  

w e r e  i n e f f e c t i v e  w h e n  a d d e d  t o  c y t o s o l  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) .

T h e  s t e r o i d  b i n d i n g  p r o t e i n s  i n  HEC- 1 B c e l l s  w e r e  a n a ­

l y z e d  by s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  o n  l o w  s a l t  g l y c e r o l  d e n ­

s i t y  g r a d i e n t s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  s e r i n e  p r o t e a s e  i n h i b ­

i t o r ,  p h e n y 1 me t h y 1 s u l f o n y 1 f l u o r i d e  ( P M S F ) .  F i g u r e  19 s h o w s  

t h a t  t h e  r a d i o a c t i v i t y  u n d e r  b o t h  t h e  * * 5  p e a k  a n d  t h e  

p e a k  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  t h a t  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  

E2 b i n d i n g  p r o t e i n s  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  a r e  I n c r e a s e d  

w h e n  ImM cGMP i s  p r e s e n t  d u r i n g  t h e  l a b e l l i n g  o f  c y t o s o l  w i t h  

80nM 3 H - E 2 .  S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s ­

e n c e  o f  1mm GTP a n d  2 OmM M o 0 4 « .  B o t h  p e a k s  c a n  b e  r e s o l v e d



TABLE £ .  (  X + SE o f  N-6)

EFFECT OF I10LTBDATE Oil HEC-IB ESTRADIOL BINDING

COrFTROL 

CYTOPLASMIC NUCLEAR

20*M Mo04 

CYTOPLASMIC NUCLEAR

1,62 0.17 2.12 0.00

0.03 8.00 4.85 0.69

3 . n 0.00 17.67 * 0.10

0.79 8.00 4.85 0.00

0,34 *0.60 - - U 12 -  -0-.O3

0.09 0.12 1.25 0.09

J.98 ± 0 . 4 9 0 . 0 5  + 0 . 0 3 5 . 3 1  ±  2 .57 0 .0 2  + 0 . 0 2
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FI GURE 19 Low s a l t  g l y c e r o l  d e n s i t y  g r a d i e n t s  o f  HEC- 1
c y t o s o l  p r e p a r e d  f r o m  c e l l u l a r  h o m o g e n a t e s  l a b e l l e d  w i t h  
3 H - E 2  I n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  cGMP.  E q u i v a l e n t  a l i ­
q u o t s  o f  w h o l e  c e l l  h o m o g e n a t e  w e r e  l a b e l l e d  I n  t h e  p r e s e n c e  
( • )  o r  a b s e n c e  ( o )  o f  ImM cGMP u s i n g  80nM 3 H - E 2  w i t h  o r  
w i t h o u t  8 uM DES f o r  2 h o u r s  a t  4 C .  L a b e l l e d  c y t o s o l  w a s  
p r e p a r e d  f r o m  t h e  h o m o g e n a t e  a s  d e s c r i b e d  I n  f i g u r e  1 2 , 
t r e a t e d  w i t h  c h a r c o a l  a n d  a n a l y z e d  o n  l o w  s a l t  g r a d i e n t s  a s  
d e s c r i b e d  I n  t h e  m e t h o d s  s e c t i o n .  B i n d i n g  t o  t h e  8 S a n d  4S
b i n d e r s  w a s  c o m p l e t e l y  e l i m i n a t e d  b y  DES .  C y t o C -  c y t o c h r o m e  
c ;  Hb •  h e m o g l o b i n ;  OVAL* o v a l b u m i n ;  BSA“  b o v i n e  s e r u m  a l b u ­
m i n .
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i f  c y t o s o l  i s  l a b e l e d  w i t h  1 OnM E 2 .  I t  i s  u n c e r t a i n  w h e t h e r  

t h e  t w o  p e a k s  r e p r e s e n t  t w o  d i s t i n c t  b i n d i n g  p r o t e i n s  o r  

w h e t h e r  t h e  AS f o r m  i s  a s u b u n i t  o r  a  p r o t e o l y t i c  p r o d u c t  o f  

t h e  8 S f o r m  o f  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n -

T h e  cGMP d e p e n d e n t  i n c r e a s e  i n  c y t o s o l i c  b i n d i n g  

( l a b e l e d  w i t h  1OnM E 2 )  i s  d u e  t o  a n  I n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  

o f  b i n d i n g  s i t e s  r a t h e r  t h a n  t o  a c h a n g e  i n  a f f i n i t y  o f  t h e  

l i g a n d  f o r  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n  a s  d e t e r m i n e d  by  S c a t c h a r d  

a n a l y s i s  ( F i g u r e  2 0 ) .  I n  t h i s  p a r t i c u l a r  e x p e r i m e n t  t h e

n u m b e r  o f  c y t o s o l i c  b i n d i n g  s i t e s  d o u b l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

ImM cGMP w i t h  E2 w h i l e  t h e  a f f i n i t y  c o n s t a n t  ( K d ) r e m a i n s  

c o n s t a n t  a t  I n M.  T h e  s e c o n d  b i n d i n g  p r o t e i n  w h i c h  s a t u r a t e s  

a t  80nM c a n  n o t  b e  a n a l y z e d  b y  t h i s  m e t h o d ,  i t  e x h i b i t s  p o s ­

i t i v e  c o o p e r a t 1v 1 t y  a s  r e p r e s e n t e d  b y  a  c o n c a v e  p l o t .

T h e  e f f e c t s  o f  cGMP a n d  cAMP o n  c y t o s o l i c  EB l e v e l s  w e r e  

f o u n d  t o  b e  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  ( F i g u r e  2 1 ) .  I n  t h e

p r e s e n c e  o f  lOOuM I BMX,  a p h o s p h o d i e s t e r a s e  i n h i b i t o r ,  b o t h  

cGMP a n d  cAMP e x h i b i t e d  t h e i r  r e s p e c t i v e  e f f e c t s  a t  InM a n d  

b e c a m e  m a x i m a l  a t  luM c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  a r e  c o n s i d e r e d

p h y s i o l o g i c a l .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  IBMX,, t h e  c y c l i c  n u c l e o ­

t i d e s  w e r e  o n l y  e f f e c t i v e  a t  ImM a  s u p r a p h y s i o  l o g i c a 1 

a m o u n t .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  p h o s p h o d i e s t e r a s e  a c t i v ­

i t y  I s  q u i t e  l a r g e  e v e n  w h e n  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  AC.

T h e  g e n e r a t i o n  o f  s i t e s  b y  m i c r o m o l a r  a d d i t i o n s  o f  cGMP 

a n d  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  s i t e s  b y  a d d i t i o n  o f  cAMP o c c u r r e d  

r a p i d l y  ( F i g u r e  2 2 . )  L e v e l s  o f  s p e c i f i c a l l y  b o u n d  3 H - E 2
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FIGURE 20 S c a t c h a r d  a n a l y s i s  o f  t h e  e s t r o g e n  r e c e p t o r  I n  
HEC-1 c e l l s .  C e l l s  v e r e  h o m o g e n i z e d  I n  GMTD b u f f e r  a n d  I n c u ­
b a t e d  w i t h  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  3 H -E 2  +  lOOx DES ( I n M 
t o  15nM) f o r  2 h o u r s  a t  4C I n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  
cGMP. The I n c u b a t i o n  wa s  s t o p p e d  by r a p i d  f r e e z i n g  a n d  a a o -  
p l c a  w e r e  p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e l 3 .
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FI GURE 2 1 :  E f f a c e s  o f  l n c r o a a l n g  c o n c a n t r a t i o n s  o f  cGMP a n d
cAMP o n  E2 b i d i n g  i n  R E C - 1  c a l l  c y t o s o l .  HEC c a l l s  w a r s  h o s -  
o g a n l z a d  I n  GMTD c o n t a i n i n g  25 0 u M MI X.  C y t o s o l  w a s  p r a p a r a d  
a n d  l a b l s d  a s  I n  f l g u r a  1 1 .  T h a  a v a r a g a  o f  d u p l i c a t a  a s s a y s  
I n  a s l n g l a  a x p a r l n a n t  a r a  s h o w n ,  a n d  t h i s  d a t a  a r a  r s p r a -  
s a n t a t l v a  o f  3 o t h a r  a x p a r l a s n t s .
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FI GURE 2 2 :  E f f e c t s  o f  t i m e  o f  i n c u b a t i o n  o n  cGMP a n d  cA MP-
d e p e n d e n t  c h a n g e s  i n  c y t o s o l i c  EB l e v e l s .  C y t o s o l  f r o m  a  
s p e c i m e n  o f  p r o l i f e r a t i v e  e n d o m e t r i u m  w a s  i n c u b a t e d  a t  AC 
w i t h  e i t h e r  cGMP o r  cAMP a n d  80nM 3 H - E 2  w i t h  o r  w i t h o u t  DES 
f o r  i n c r e a s i n g  p e r i o d s  o f  t i m e .  EB l e v e l s  a c h i e v e d  d u r i n g  
t h e s e  i n c u b a t i o n s  a n d  d u r i n g  a  9 0  m i n u t e  p e r i o d  I n  t h e  
a b s e n c e  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  w a s  d e t e r m i n e d  a s  i n  f i g u r e  
1 3 .  T h e  a v e r a g e s  o f  d u p l i c a t e s  I n  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  a r e  
s h o w n .
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w e r e  d e t e r m i n e d  a f t e r  90  m i n u t e s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c y c l i c

n u c l e o t i d e s  o r  a f t e r  v a r i o u s  t i m e s  o f  I n c u b a t i o n  f r o m  5 - 9 0

m i n u t e s  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e s .  cGMP cGMP

d e p e n d e n t  a c t i v a t i o n  o f  b i n d i n g  a s  w e l l  a s  b i n d i n g  o f  3 H - E 2  

t o  t h e  n e w l y  g e n e r a t e d  s i t e s  r e a c h e d  s t e a d y  s t a t e  l e v e l s  

w i t h i n  10 m i n u t e s .  c A M P - d e p e n d e n t  i n a c t i v a t i o n  w a s  c o m p l e t e  

w i t h i n  15 m i n u t e s .  The  t i m e  n e e d e d  t o  a l t e r  b i n d i n g  b y

c y c l i c  n u c l e o t i d e s  i s  q u i t e  c o m p a r a b l e  t o  t h e  t i m e  r e q u i r e d  

f o r  m o l y b d a t e  t o  c h a n g e  t h e  n u m b e r  o f  b i n d i n g  s i t e s  ( F i g u r e  

8 a n d  1 3 ) .

T h e  o b s e r v e d  c h a n g e  i n  b i n d i n g  o c c u r r e d  s p e c i f i c a l l y  i n  

r e s p o n s e  t o  t h e  p u r i n e  n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e s  a n d  c y c l i c  

n u c l e o t i d e s .  I n  F i g u r e  2 3 a ,  b i n d i n g  i s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

a f f e c t e d  by OTP a n d  CTP,  w h i l e  ATP a n d  GTP b o t h  t r i p l e  t h e  

a m o u n t  o f  E2 b i n d i n g .  F i g u r e  2 3 b  s h o w s  t h a t  cCMP d o e s  n o t  

a f f e c t  E2 b i n d i n g  w h i l e  cUMP p r o d u c e s  a s l i g h t  d e c r e a s e  i n  

b i n d i n g  a n d  c I MP r e s u l t s  i n  a d e c r e a s e  i n  b i n d i n g  t h a t  i s  

c o m p a r a b l e  t o  t h e  e f f e c t  s e e n  by cAMP.  T h e  m e c h a n i s m  o f  

a c t i o n  o f  c I MP r e m a i n s  u n e x p l a i n e d  a t  t h i s  t i m e .

M a n i p u l a t i o n s  t h a t  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  a u t o -  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  cGMP d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  a n d  

t h u s  s t i m u l a t e  k i n a s e  a c t i v i t y  ( T . M .  L i n c o l n  e t  a l .  , 1 9 7 8  )

a r e  s e e n  t o  e l e v a t e  EB ( F i g u r e  2 4 ) .  B u t a d i o n e  ( 2 0 m M ) ,  a n  

a r g i n i n e  s p e c i f i c  b l o c k i n g  a g e n t  a n d  l i m i t e d  p r o t e o l y s i s  

w i t h  t r y p s i n  ( O . l u g )  b o t h  a r e  k n o w n  t o  a c t i v a t e  cGMP d e p e n d -
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EFFECT OF NUCLEOTIDE TRIPHOSPHATES ANP CYCLIC NUCLEOTIDES 

ON CYTOPLASMIC ESTRADIOL BINDING I N  HE C- I B  CELLS
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FIGURE 23 :  E f f e c t  o f  A) n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e s  e n d  B)
c y c l i c  n u c l e o t i d e s  on e s t r o g e n  b i n d i n g  I n  HEC c e l l s .  A) HEC 
c e l l  h o s o g e n a t e  was  I n c u b a t e d  w i t h  SOnH 3H-E2 +  8uM DES
w i t h o u t  a n y  a d d i t i o n s  o r  w i t h  2 OnM Mo04« o r  InM o f  e i t h e r  
GTP ATP,  UTP o r  CTP f o r  90  m i n u t e s  e t  4C.  B) A l i q u o t s  o f  
t h e  h o n o g e n a t e  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  s t e r o i d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
a n y  c y c l i c  n u c l e o t i d e  o r  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  luM cGMP,  cAMP,  
cUMP o r  c I MP.  T h e s e  s a m p l e s  a l l  c o n t a i n e d  500uM IBMX. Sam­
p l e s  I n  A a n d  B w e r e  p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  12.



E
st

ra
di

ol
 

B
in

di
ng

 
(P

m
ol

/m
g 

pr
ot

ei
n)

□  Cont  r o l  

m  cCMr (1 uM)
B u t a d i o n e  (ZOmM) 

i ' r v p s i r  ( 0 . 1  hj;) 

cAI'P ( luM)

FIGURE E f f e c t t h a t  m o d i f y c G M P - d e p e n d e n ta g e n t a



1 0 1

t h e  k l n a s e } t h o u g h  I t  s h o u l d  b e  e m p h a s i z e d  t h a t  b o t h  o f  

t h e s e  c o m p o u n d s  h a v e  r a t h e r  n o n s p e c i f i c  e f f e c t s  I n  t h e  c e l l .  

cAMP h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  s t i m u l a t e  s e l f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  

t h e  k i n a s e  a n d  t h u s  d e c r e a s e  e n z y m e  a c t i v i t y .  T h i s  ma y  i n  

p a r t  e x p l a i n  h o w  cAMP r e d u c e s  e s t r o g e n  b i n d i n g .  cAMP may

s h i f t  t h e  e q u i l i b r i u m  t o w a r d s  t h e  i n a c t i v e  f o r m  o f  t h e  b i n d ­

i n g  p r o t e i n  by  i n h i b i t i n g  t h e  m e c h a n i s m  t h a t  n o r m a l l y  c o n ­

v e r t s  t h e  n o n b i n d i n g  f o r m  o f  t h e  p r o t e i n  t o  t h e  b i n d i n g  f o r m  

o f  t h e  p r o t e i n .

T h e  r e g u l a t i o n  o f  b i n d i n g  o b s e r v e d  by cGMP a n d  cAMP h a s  

b e e n  s e e n  i n  a n u m b e r  o f  o t h e r  c a n c e r  c e l l  l i n e s  b e s i d e s  t h e  

HEC- 1  c e l l  s y s t e m .  A s e c o n d  e n d o m e t r i a l  a d e n o c a r c i n o m a

( H E C - 5 0 )  a n d  t w o  b r e a s t  t u m o r  l i n e s  ( CG5  a n d  T 4 7 D )  a l l  s h o w  

I n c r e a s e s  I n  E2 b i n d i n g  u p o n  i n c u b a t i o n  w i t h  cGMP a n d  

d e c r e a s e s  i n  b i n d i n g  o f t e n  t o  n e g l l g a b l e  l e v e l s ,  u p o n  a d d i ­

t i o n  o f  cAMP ( F i g u r e  2 5 )  w h e t h e r  l a b e l i n g  w a s  d o n e  a t  1 OnM 

E 2 o r  AOnM E 2 .
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CYCLIC NUCLEOTIDE E F FE C T S IN DIFFERENT CELL LINES
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FI GURE 2 5 :  E f f e c t s  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  o n  E2 b i n d i n g  i n
f o u r  d i f f e r e n t  c e l l  l i n e s :  H E C - 1 ,  H E C - 5 0 ,  CG5 a n d  T 4 7 D .
c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  a s  d e s c r i b e d  I n  m e t h o d s  s e c t i o n  a n d  h o m ­
o g e n i z e d  I n  GMTD b u f f e r  w i t h  20uM MIX a n d  a l i q u o t s  o f  e a c h  
b r o k e n  c e l l  p r e p a r a t i o n  w e r e  I n c u b a t e d  w i t h  lOnM 3 H - E 2 +  luM 
DES t o  s a t u r a t e  t h e  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  p r o t e i n  o r  w i t h  
80nM 3 H - E 2 +  8 uM DES t o  s a t u r a t e  b o t h  t h e  h i g h  a n d  l o w  a f f i n ­
i t y  s p e c i f i c  b i n d e r s .  L a b e l l e d  l i g a n d  w a s  d i s s o l v e d  I n  HBSS 
a t  2 . 5  t i m e s  t h e  d e s i r e d  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  a n d  l O u l  o f  
GMTD a l o n e  o r  GMTD w i t h  5uM cGMP o r  cAMP a n d  a d d e d  t o  2 0 u l  
o f  t h e  h o m o g e n a t e .  T h e  s u s p e n s i o n  w a s  r a p i d l y  f r o z e n  f o l ­
l o w i n g  t h e  9 0  m i n u t e  I n c u b a t i o n  a t  4 C .  S p e c i f i c  b i n d i n g  w a s  
m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  1 2 .
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T h e  c o n d i t i o n s  f o r  a c t i v a t i o n  a n d  i n a c t i v a t i o n  o f  E2

b i n d i n g  b y  cGMP a n d  cAMP r e s p e c t i v e l y  w e r e  s t u d i e d .  B o t h  

p r o c e s s e s  r e q u i r e d  t h e  p r e s e n c e  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  ( a n

i m p o r t a n t  f i n d i n g  s i n c e  ma n y  l a b o r a t o r i e s  a t t e m p t i n g  s i m i l a r  

s t u d i e s  h a v e  b e e n  w o r k i n g  i n  a  T r i s -  EDTA b u f f e r  s y s t e m ) .  

H o w e v e r ,  t h e  r e a c t i o n s  d i f f e r  w i t h  r e g a r d  t o  o p t i m a l  c a t i o n  

c o n c e n t r a t i o n  ( F i g u r e  2 6 ) .  T h e  a c t i v a t i o n  o f  E2 b i n d e r s  I n  

r e s p o n s e  t o  luM cGMP c o n t i n u e d  t o  r i s e  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  Mg++ o r  Mn++ w a s  i n c r e a s e d  t o  lOOmM ( u p p e r  p a n e l ) .  I n  

c o n t r a s t  i n a c t i v a t i o n  o f  e s t r o g e n  b i n d i n g  i n  r e s p o n s e  t o

1uM cAMP w a s  m a x i m a l  a t  2 5mM Mg++ o r  Mn++ a n d  d e c l i n e d  a t

g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  c a t i o n s .  T h e  m a x i m a l

e f f e c t s  o b t a i n e d  w i t h  C a + +  w e r e  s m a l l e r  t h a n  t h o s e  a c h i e v e d  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg++ o r  Mn++.  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  

t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  cGMP a n d  cAMP o n  EB l e v e l s  a r e  m e d i a t e d  

by p r o c e s e s  I n f l u e n c e d  d i f f e r e n t l y  by  t h e s e  c a t i o n s .  I t  i s  

I n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e  d o s e  d e p e n d e n c e  f o r  c a t i o n s  by 

t h e s e  t wo  r e a c t i o n s  i s  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e d  f o r  b o t h  

c y c l i c  n u c l e o t i d e  d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s  ( T a k a i  e t  a l . } 

1 9 7 6 ) .  I n  a d d i t i o n  I n  c a l f  u t e r u s ,  e s t r o g e n  b i n d i n g  c a n  b e  

i n a c t i v a t e d  by  a  n u c l e a r  p h o s p h a t a s e  a n d  c a n  b e  r e a c t i v a t e d  

by a Mg++ a n d  C a + +  d e p e n d e n t  c y t o s o l i c  p h o s p h o k i n a s e  ( M ■ 

M i g l i a c i o  e t  a l .  , 1 9 8 3 ) .

E n d o g e n o u s  ATP w a s  n e c e s s a r y  Co e l i c i t  c h a n g e s  i n  e s t r o ­

g e n  b i n d i n g  b y  b o t h  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  ( F i g u r e  2 7 ) .  U n d e r  

s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  w h e n  b o t h  c y c l i c  n u c l e o t i d e  e f f e c t s  

c o u l d  b e  o b s e r v e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  ATP i n  HE C - 1 B  c y t o s o l
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FI GURE 2 6 :  E f f e c t s  o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  MgC12 ,
Mn Cl 2  o r  Ca C12  o n  EB l e v e l s  i n  HEC- 1 c e l l  c y t o s o l  t r e a t e d  
w i t h  cGMP o r  cAMP.  HEC- 1B c e l l s  w e r e  h o m o g e n i z e d  i n  GTD 
b u f f e r  ( i n  t h e  a b s e n c e  o f  M g C 1 2 ) .  C y t o s o l  w a s  p r e p a r e d  a n d  
l a b e l l e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  cGMP ( U p p e r  p a n e l )  o r  cAMP
( l o w e r  cAMP)  a n d  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  MgC12 ( X ) ,
MnC12 ( o )  o r  Ca C1 2  ( • ) .  L a b e l l i n g  a n d  m e a s u r e m e n t  o f  l e v e l s  
o f  b i n d i n g  wa s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  1 2 .  T h e
a v e r a g e  o f  d u p l i c a t e  a s s a y s  i n  a s i n g l e  e x p e r i m e n t  a r e  s h o w n
a n d  t h e s e  d a t a  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  r e s u l t s  o b t a i n e d  I n  
t h r e e  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s .  ___  _______..
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FIGURE 2 7 :  E f f e c t s  o f  ATF o n  cGMP a n d  c A M P - d e p e n d e n t
c h a n g e s  i n  c y t o p l a s m i c  KB l e v e l s .  HEC- 1  c e l l s  w e r e  h o m o g e n ­
i z e d  a s  I n  f i g u r e  12 a n d  o n e - t h i r d  o f  t h e  h o m o g e n a t e  w a s
I m m e d i a t e l y  I n c u b a t e d  a t  4C f o r  90  m i n u t e s  w i t h  80nM 3 H- E 2  
w i t h  o r  w i t h o u t  SuM DES i n  t h e  p r e s e n c e  o f  O. l mM MIX a n d  
cGMP ( l u M )  cAMP ( l u M )  o r  n o  c y c l i c  n u c l e o t i d e s .  Th e
r e m a i n d e r  o f  t h e  h o m o g e n a t e  w a s  s t o r e d  a t  4C f o r  3 h o u r s  t o
a l l o w  ATP l e v e l s  t o  d e c l i n e  t o  u n d e t e c t a b l e  l e v e l s  a n d  t h e n
w a s  w a s  I n c u b a t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  w i t h  s t e r o l d +  c y c l i c  
n u c l e o t l d e +  e x o g e n o u s  ATP.  C o n c e n t r a t i o n s  o f  ATP w e r e  m e a s ­
u r e d  by  t h e  l u c l f e r l n -  l u c i f e r a s e  m e t h o d  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  
t h e  h o m o g e n a t e  w i t h  30% HC104  a n d  n e y t r a l l z l n g  w i t h  1M KOH. 
EB l e v e l s  w e r e  d e t e r m i n e d  a s  I n  f i g u r e  1 3 .  T h e  a v e r a g e s  o f
d u p l i c a t e  a s s a y s  I n  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  a r e  s h o w n .  S i m i l a r
r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  i n  t w o  o t h e r  e x p e r i m e n t s .

— u
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[ A T P ]  ( n m o l / m g  protein)
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a p p r o x i m a t e d  3 n m o l / m g  p r o t e i n .  I f  c y t o s o l  w a s  s t o r e d  a t  4C 

f o r  3 h o u r s ,  t h e  a m o u n t  o f  c y t o s o l i c  ATP d e c l i n e d  t o  u n d e ­

t e c t a b l e  l e v e l s  a n d  t h e  r e s p o n s e  t o  b o t h  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  

w a s  g r e a t l y  d i m i n i s h e d .  When  s u p r a p h y s i o l o g i c a 1 c o n c e n t r a ­

t i o n s  o f  ATP w a s  a d d e d  b a c k  t o  t h e  ATP d e p l e t e d  c y t o s o l ,  t h e

r e s p o n s i v e n e s s  t o  t h e  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  w a s  r e s t o r e d  a n d

t h e  c o n t r o l  a n d  t r e a t e d  b i n d i n g  l e v e l s  a p p r o x i m a t e d  t h o s e  

o b s e r v e d  i n  t h e  o r i g i n a l  c y t o s o l i c  p r e p a r a t i o n .

I n  a l l  e s t r o g e n  b i n d i n g  s t u d i e s ,  t h e  l a b e l e d  s t e r o i d  wa s  

d i s s o l v e d  i n  HBSS b e c a u s e ,  a s  f i g u r e  2 8  s h o w s ,  i f  HBSS i s  

r e p l a c e d  by GMTD o r  b y  a T r i s - E D T A  b u f f e r ,  t h e  c y c l i c

n u c l e o t i d e  e f f e c t  w a s  a b o l i s h e d .  To e x a m i n e  t h i s  f i n d i n g

f u r t h e r ,  t h e  f a c t o r ( s )  i n  HBSS r e q u i r e d  f o r  c y c l i c  n u c l e o ­

t i d e  d e p e n d e n t  a l t e r a t i o n s  i n  E2 b i n d i n g  w e r e  i d e n t i f i e d .  

E a c h  o f  t h e  s i x  c o m p o n e n t s  i n  HBSS w e r e  a d d e d  s e p a r a t e l y  a n d  

i n  t h e i r  p r o p e r  p r o p o r t i o n s  t o  GMTD b u f f e r  c o n t a i n i n g  3 H- E2  

+ DES a n d  t h e  e f f e c t  o f  cGMP a n d  cAMP o n  c y t o s o l i c  EB w a s  

d e t e r m i n e d .  T h e  a d d i t i o n  o f  2mM KC1 r e s u l t e d  i n  s i g n i f i c a n t  

i n c r e a s e s  I n  EB b y  cGMP a n d  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e s  i n  b i n d i n g  

by  cAMP.  T h e r e  w a s  a l s o  e v i d e n c e  o f  b i n d e r  g e n e r a t i o n  a n d  

i n a c t i v a t i o n  by cGMP a n d  cAMP,  r e s p e c t i v e l y ,  w h e n  160uM 

KH2P04  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  b u f f e r  s y s t e m .  I t  s e e m s  l i k e l y

t h a t  t h e  K+- i o n  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e s e  a c t i v i t i e s  s i n c e  

b o t h  s a l t s  c o n t a i n i n g  p o t a s s i u m  h a d  a n  e f f e c t  w h i c h  w a s  

g r e a t e r  a t  h i g h e r  K+ c o n c e n t r a t i o n s  w h i l e  N a H 2 P 0 4 ,  Na Cl  a n d  

Na HC03  w e r e  a l l  w i t h o u t  e f f e c t .  T h e  f u n c t i o n  o f  p o t a s s i u m
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FI GURE 2 8 :  I n f l u e n c e  o f  d i f f e r e n t  b u f f e r  s y s t e m s  o n  t h e
e f f e c t s  o f  cGMP a n d  cAMP o n  s p e c i f i c  c y t o p l a s m i c  E2 b i n d i n g  
l e v e l s .  E s t r o g e n s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  HBSS,  GMTD o r  T r i s - E D T A  
b u f f e r  ( 0 . 0 1 M  T r l s - H C l  pH 7 . 4 ,  ImM EDTA a n d  ImM D t t )  t o  a 
f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  200nM 3 H - E 2  +  20uM DES.  To  2 0 u l  o f  
HEC—1 c e l l  h o m o g e n a t e ,  l O u l  GMTD a l o n e  o r  c o n t a i n i n g  5uM 
cGMP o r  5uM cAMP w a s  a d d e d  a l o n g  w i t h  2 0 u l  o f  s t e r o i d  s o l u ­
t i o n s .  I n c u b a t i o n s  w e r e  d o n e  a t  4C f o r  9 0  m i n u t e s  a n d  s p e ­
c i f i c  b i n d i n g  w a s  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  I n  t h e  l e g e n d  t o  
f _ l g u r  e  1 2 .
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TABLE 6
INFLUENCE OF EACH COMPONENT OF HBSS ON 

CYCLIC NUCLEOTIDE EFFECTS IN
HEC-] CELL HOMOCENATES

: ooum 1BMX 2 0 0 UH 1BMX 200gM 1BMX
c o n L i o l + luM cGMP +  1 UM cAMP

EE im o l /m g EB fmol /mg EB fmol /mg
p r o t e  J n p r o t c l n p r o t e i n

6iJTD b u f f e r 200 250 300
* SOOgN g l u c o s e 2.SO 1 , 7 0 0 # 50#
- 13QUM N.il^Pl^ 2 SO 250 250
+ SSr.:M NaCl 2S0 100 150
+ 2mM KC1 300 3 , 35 0 t 50//
-*■ I 6 0 UN KHiPO;, SO 7 50* 50
t  I . 7ijiM N . j H C O j SO 50 150

t |)< u.UI T w u - w.j v aim 1v s I s  o f  v a r i a n c e (SAS)
•# n * t*. U2 Ditnnr 11 M u l t i p l e  R a n e e  T e s t
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F i g u r e  29 s h o w s  t h a t  d i t h i o t h r e i t o 1 i s  a l s o  a  n e c e s s a r y  

a d d i t i o n  f o r  b o t h  c y c l i c  n u c l e o t i d e  e f f e c t s  t o  o c c u r .  T h e  

a m o u n t  o f  b i n d i n g  i n  c o n t r o l  p r e p a r a t i o n s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

c y c l i c  n u c l e o t i d e  a d d i t i o n s  I n c r e a s e d  f r o m  1 8 0  t o  6 0 0  

f m o l / m g  p r o t e i n  w h e n  D t t  w a s  a d d e d  t o  t h e  h o m o g e n i z i n g  

b u f f e r .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  D t t ,  a d d i t i o n  o f  cGMP r e s u l t e d  i n  

s o me  b i n d e r  g e n e r a t i o n ,  h o w e v e r ,  t h e  r e l a t i v e  I n c r e a s e  i n  

b i n d i n g  d u e  t o  cGMP w a s  e n h a n c e d  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  D t t  

I n c r e a s e d .  T h e  e f f e c t  may b e  d u e  t o  s t a b i l i z a t i o n  o f  b i n d ­

i n g  s i t e s  a s  t h e y  a r e  g e n e r a t e d ,  o r  i t  ma y  b e  d u e  t o  a  s t i m ­

u l a t i o n  o f  t h e  b i n d e r  g e n e r a t i n g  r e a c t i o n .  I n  t h e  a b s e n c e  

o f  D t t ,  cAMP d i d  n o t  a p p e a r  t o  h a v e  a n y  a c t i v i t y ,  w h e r e a s  

I t s  e f f e c t  wa s  n o t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  0 . 1  a n d  t . OmM 

Dt  t  .

A l l  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  o n  c y c l i c  n u c l e o t i d e  

d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  E2  b i n d i n g  w e r e  p e r f o r m e d  a t  4 C . I n  

f i g u r e  3 0  t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  c y c l i c  n u c l e o t i d e  

c h a n g e s  i n  EB wa s  e v a l u a t e d .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  

t h e r e  i s  n o  d i f f e r e n c e  i n  b i n d e r  r e g u l a t i o n  a t  4C a n d  3 0 C .  

H o w e v e r  a t  37C c o n t r o l  cGMP a n d  cAMP r e g u l a t e d  E2 b i n d i n g  

l e v e l s  w e r e  a l l  r e d u c e d ,  p e r h a p s  d u e  t o  s o m e  i n s t a b i l i t y  o f  

t h e  r e c e p t o r  a t  t h a t  t e m p e r a t u r e .

T h e  r e g u l a t o r y  r o l e  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  o n  s t e r o i d  

b i n d i n g  w a s  e x t e n d e d  b y  i n v e s t i g a t i n g  t h e  e f f e c t s  t h e s e  s u b ­

s t a n c e s  h a v e  o n  p r o g e s t e r o n e  b i n d i n g  i n  h u m a n  e n d o m e t r i u m .
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FI GURE 2 9 :  I n f l u e n c e  o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d l t h l o t h -
r e l t o l  o n  t h e  c y c l i c  n u c l e o t i d e  e f f e c t  o n  c y t o p l a s m i c  E2 
b i n d i n g  l e v e l s .  HEC- 1  c e l l s  w e r e  h o m o g e n i z e d  I n  GMTD b u f f e r  
I n  a b s e n c e  o f  D t t  o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 1 ,  1 . 0  o r  lOmM D t t
a n d  a l i q u o t s  o f  e a c h  p r e p a r a t i o n  w e r e  I n c u b a t e d  w i t h  80nM 
3 H - E 2  + 8 uM DES a l o n e  o r  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  luM cGMP o r  l uM 
cAMP.  ”  R a d i o a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  
1 3 .

Control
cGMP
cAMP
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F I G U R E  3 0 :  E f f e c t s  o f  t e m p e r a t u r e  o f  I n c u b a t i o n  o n  cGMP a n d
cAMP d e p e n d e n t  c h a n g e s  I n  c y t o s o l i c  EB l e v e l s .  HEC- 1B c e l l  
c y t o s o l  w a s  I n c u b a t e d  w i t h  e i t h e r  cGMP o r  cAMP a n d  80nM 
3 H - E 2  w i t h  o r  w i t h o u t  8uM DBS f o r  9 0  m i n u t e s  a t  AC,  30C o r  
3 7 C .  EB l e v e l s  w e r e  d e t e r m i n e d  a s  i n  f i g u r e  1 2 .  T h e  a v e r ­
a g e  o f  d u p l i c a t e s  i n  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  a r e  s h o w n .

Control 
IjiM cGMP 
IjjM cAMP

1

4  3 0  3 7
t e m p  OF INCUBATION (°C)



T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  3 1 .  S i m i l a r  t o  t h e  f i n d i n g s  

f o r  e s t r o g e n  b i n d i n g  cGMP e l e v a t e d  PgR a n d  cAMP d e c r e a s e d  

PgR w h e n  t h e  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  w e r e  a d d e d  a t  m l l l l m o l a r  

c o n c e n t r a t i o n s  a l o n e  o r  a t  m i c r o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  200uM I BMX.  T h e  b u f f e r  f o r  t h e  p r o g e s t e r o n e  

b i n d i n g  a s s a y  w a s  i d e n t i c a l  t o  t h e  o n e  f o r  t h e  e s t r o g e n  

b i n d i n g  a s s a y .  I f  t h e  a s s a y  w a s  d o n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

EDTA a n d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  HBSS ( w i t h o u t  p o t a s s i u m  o r  g l u ­

c o s e ) ;  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  w e r e  I n e f f e c t i v e  i n  c a u s i n g  

c h a n g e s  i n  b i n d i n g .  I t  i s  u n k n o w n  a t  t h i s  t i m e  w h e t h e r  

o t h e r  s t e r o i d  b i n d i n g  ( a n d r o g e n s ,  g l u c o c o r t i c o i d s )  w o u l d  b e  

e f f e c t e d  by t h e  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  a s  w e l l .
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FIGURE 31:  E f f e c t  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  on c y t o s o l i c  p r o ­
g e s t e r o n e  b i n d i n g  i n  f r e s h  e n d o m e t r i u m .  E n d o m e t r i a l  s a m p l e s  
( a i d - p r o l l f e r a t l v e  and e a r l y  s e c r e t o r y )  were  h o m o g e n i s e d  In 
GMTD b u f f e r .  The b r o ke n  c e l l  p r e p a r a t i o n  was c e n t r i f u g e d  a t  
1 0 5 , 0 0 0 g  f o r  60 m i n u t e s .  A L l q u o t s  o f  t h e  c y t o s o l i c  s u p e r n a ­
t a n t  were  i n c u b a t e d  w i t h  2 pmol 3H—p r o g e s t e r o n e  + 200pmol  
c o l d  p r o g e s t e r o n e  f o r  3 h o u r s  a t  4C.  A) ImM cGMP o r  cAMP 
we r e  added  t o  some s a m p l e s .  B) luM cGMP o r  cAMP were  added  
I n  t he  p r e s e n c e  o f  SOOuM MIX. A l l  s a m pl e  were  r a p i d l y  f r o -  
s e n ,  t hawed and p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  I *  f o r  t h e  
e s t r o g e n  r e c e p t o r  a s s a y .  R e s u l t s  a r e  t he  a v e r a g e  o f  f o u r  
e x p e r i m e n t s .
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5 R e g u l a t i o n  o f  E s t r a d i o l  B i n d i n g  I n  C e l l  C u l t u r e  

T h e  d i s c o v e r y  t h a t  e n d o m e t r i a l  EB l e v e l s  c o u l d  b e  r e g u ­

l a t e d  by  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  IN VITRO r a i s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  t h e  h o u r l y  EB f l u c t u a t i o n s  s e e n  i n  c e l l  c u l t u r e  ( F i g u r e  

3 )  m i g h t  be  e x p l a i n e d  b y  c h a n g e s  I n  e n d o g e n o u s  l e v e l s  o f  

c y c l i c  n u c l e o t i d e s .  T o  I n v e s t i g a t e  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  cAMP a n d  cGMP t o g e t h e r  w i t h  t h e  c o n c e n t r a ­

t i o n  o f  E2 b i n d i n g  s i t e s  w e r e  a s s a y e d  I n  c u l t u r e d  e n d o m e ­

t r i a l  c e l l s  e v e r y  6 0  m i n u t e s  f o r  a  p e r i o d  o f  9 h o u r s  a s

s h o w n  i n  F i g u r e  3 2 .  C e l l  s a m p l i n g  b e g a n  t w o  h o u r s  a f t e r  t h e  

a d d i t i o n  o f  m e d i u m  w i t h  s e r u m  t o  c e l l s  t h a t  h a d  b e e n  c u l ­

t u r e d  i n  s e r u m  f r e e  m e d i u m  f o r  s e v e r a l  d a y s  p r i o r  t o  t h e  

s t a r t  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  EB l e v e l s  r e m a i n e d  l o w  f o r  t h e  

f i r s t  f o u r  h o u r s  f o l l o w i n g  r e f e e d l n g  a n d  t h e n  i n c r e a s e d  

g r a d u a l l y  o v e r  t h e  n e x t  f i v e  h o u r s  ( p a n e l  B ) .  I n c r e a s e s  I n  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  EB s i t e s  p a r a l l e l e d  I n c r e a s e s  I n  c e l l u ­

l a r  cGMP a n d  d e c r e a s e s  I n  c e l l u l a r  cAMP ( p a n e l  A ) .

When EB l e v e l s  f r o m  t h i s  e x p e r i m e n t  w e r e  p l o t t e d  a s  a

f u n c t i o n  o f  t h e  r a t i o  o f  cAMP t o  cGMP a t  e a c h  t i m e  p o i n t ,

t h e  r e s u l t s  a p p r o x i m a t e d  a s t r a i g h t  l i n e  w i t h  a c o r r e l a t i o n  

c o e f f i c i e n t  o f  0 . 9  ( F i g u r e  33  o p e n  c i r c l e s ) .  T h e s e  r e s u l t s  

a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  s i x  o t h e r  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  t h e  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  i n  e a c h  r a n g e d  f r o m  0 . 8 5  t o  0 . 9 9 .  

I n  a l l  e x p e r i m e n t s  t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  wa s  h i g h e s t  

wh e n  EB l e v e l s  w e r e  r e g r e s s e d  a g a i n s t  t h e  r a t i o  o f  t h e



1 1 5 .

C AMP
c G M P

08  £ .

.

2 3 4 5 6 7 8 9
H O U R S

n
<T>
£
*o

FI GURE 3 2 :  H o u r l y  f l u c t u a t i o n s  o f  E2 b i n d i n g ,  c e l l u l a r  cAMP
a n d  c e l l u l a r  cGMP I n  a l i q u o t s  o f  HEC- 1  h o m o g e n a t e s  . C e l l s  
w e r e  s e r u m  s t a r v e d  f o r  3 - 4  d a y s  p r i o r  t o  t h e  s t a r t  o f  t h e  
e x p e r i m e n t .  A f t e r  t w o  h o u r s  I n  f r e s h  m e d i u m  t h e  f i r s t  
p l a t e s  o f  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d .  S e t s  o f  p l a t e s  w e r e  h a r ­
v e s t e d  e v e r y  h o u r  a f t e r  t h a t  t i m e .  B i n d i n g  w a s  m e a s u r e d  i n  
t h e  h o m o g e n a t e  a s  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  I X  ( r e s u l t s  i n  b o t t o m  
p a n e l ) .  cAMP w a s  m e a s u r e d  b y  a c o m p e t i t i v e  p r o t e i n  b i n d i n g  
a s s a y .  F r e e  cAMP w a s  r e m o v e d  b y  c h a r c o a l  t r e a t m e n t .  cGMP 
w a s  m e a s u r e d  b y  a  r a d i o i m m u n o a s s a y .  F o l l o w i n g  t h e  I n c u b a ­
t i o n ,  t h e  b o u n d  cGMP w a s  r e m o v e d  b y  a m m o n i u m  s u l f a t e  t r e a t ­
m e n t  ( r e s u l t s  I n  t o p  p a n e l ) .  T h e  a v e r a g e  o f  d u p l i c a t e  
a s s a y s  I n  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  a r e  s h o w n  a n d  t h e s e  d a t a  a r e  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  s i x  o t h e r  e x p e r i m e n t s .
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FI GURE 3 3 :  C o r r e l a t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  e s t r a d i o l  b 1 n d 1 ng
l e v e l s  a n d  w h o l e  c e l l  c y c l i c  n u c l e o t i d e  r a t i o s  i n  t w o  d l f f e ~  
r e n t  HEC- 1  c u l t u r e s  f o l l o w i n g  r e f e e d l n g .  T h e  r e s u l t s  o f  E2 
b i n d i n g  i n  t h e  e x p e r i m e n t  s h o w n  i n  f i g u r e  3 3  w e r e  r e g r e s s e d  
a g a i n s t  t h e  r a t i o  o f  t h e  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  i n  t h a t  s a m e  
e x p e r i m e n t  a n d  t h e  b e s t  f i t  l i n e  w a s  p l o t t e d  a s  " e x p *  # 1" .  
R e s u l t s  o f  a s e c o n d  e x p e r i m e n t  t h a t  w a s  p e r f o r m e d  i n  t h e  
i d e n t i c a l  m a n n e r  e x c e p t  t h a t  s a m p l i n g  w a s  d o n e  f o r  t e n  h o u r s  
i n s t e a d  o f  s e v e n  h o u r s  a r e  g r a p h e d  a s  " e x p  # 2 " .
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c y c l t c  n u c l e o t i d e s  r a t h e r  t h a n  e i t h e r  cAMP o r  cGMP a l o n e .  

T h e  s l o p e  a n d  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  f o r  s i m i l a r l y  p l o t t e d  

d a t a  f r o m  a  s e c o n d  e x p e r i m e n t  i s  a l s o  s h o w n  i n  F i g u r e  3 3  

( c l o s e d  c i r c l e s ) .  T h e s e  r e s u l t s  r e s e m b l e  t h o s e  f o r  t h e  

f i r s t  e x p e r i m e n t  e x c e p t  t h a t  EB i s  a p p r o x i m a t e l y  h a l f  o f  

t h a t  i n  e x p e r i m e n t  # 1 .  T h i s  d i f f e r e n c e  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  

by  a d i f f e r e n c e  i n  t h e  a m o u n t  o f  i n a c t i v e  b i n d e r  a v a i l a b l e  

f o r  a c t i v a t i o n .

T h e  c o r r e l a t i o n  o f  m a n y  m e t a b o l i t e s  c h a n g e  i n  c u l t u r e d

c e l l s  a s  a  f u n c t i o n  o f  a d d i t i o n  o f  f r e s h  m e d i u m *  An a b s o ­

l u t e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  c y c l i c  n u c l e o t i d e  r a t i o s  a n d  EB 

l e v e l s  i n  c u l t u r e d  c e l l s  w o u l d  n o t  p r o v e  a c a u s e  a n d  e f f e c t  

r e l a t i o n s h i p  s i n c e  b o t h  p a r a m e t e r s  c o u l d  b e  c h a n g i n g  i n  

r e s p o n s e  t o  a  t h i r d  v a r i a b l e .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  t h e  e f f e c t

o f  c h a n g i n g  c y c l i c  n u c l e o t i d e  r a t i o s  o n  E2 b i n d i n g  w a s

t e s t e d .  F i g u r e  34  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  a d d i n g  d i f f e r e n t  r a t ­

i o s  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  t o  w h o l e  c e l l  h o m o g e n a t e s .  T h e  

c h a n g e  i n  b i n d i n g  i s  e x p r e s s e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  c o n t r o l  

b i n d i n g  l e v e l s *  When  t h e  cAMP/ cGMP r a t i o  w a s  h i g h  EB l e v ­

e l s  w e r e  l o w  a n d  t h e  e f f e c t  i s  g r a d u a l l y  r e v e r s e d  a s  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  c GMP/ c AMP I n c r e a s e s .
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FI GURE 3 4 :  A d d i t i o n  o f  v a r y i n g  r a t i o s  o f  <TAHFfcGMP: e f f e c t
o n  c y t o p l a s m i c  E2 b i n d i n g *  E s t r a d i o l  b i n d i n g  i n  HEC- 1  h o r o o -  
g e n a t e s  w a s  m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  l e g e n d  t o  f i g u r e  12 
i n  t h e  a b s e n c e  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e  a d d i t i o n s  o r  u p o n  a d d i ­
t i o n  o f  v a r y i n g  r a t i o s  o f  e x o g e n o u s  cAMP a n d  cGMP.  T h e  
cNMPs  w e r e  a d d e d  i n  m l c r o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  p r e s ­
e n c e  o f  200uM MI X.  T h e  r e s u l t s  a r e  p l o t t e d  a s  t h e  a m o u n t  o f  
b i n d i n g  i n  eNMP t r e a t e d  c e l l  a l i q u o t s  d i v i d e d  b y  t h e  b i n d i n g  
i n  t h e  a b s e n c e  o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  a g a i n s t  t h e  r a t i o  o f  
t h e  a d d e d  c NMP s .
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TABLE ?

ItiSLM ) <M. . c2E■,
protein)

0 0,831 0.121
5 0.620 0,145

10 0.743 0.1C0

15 0.660 0,245

20 0.540 0.247

30 1.532 0.153

<10 1.651 0.1S
50 2.100 0.136
60 1.833 0.145

cW/cGTP
Si0L/mg PROTEIN)

6.37 1.30
4.28 1.85
4.64 2.31
2.73 3.14
2.22 2.53

9.03 0.01
10.65 0.72
15.51 0,66
13.02 0.13

TABLE 7:  E f f e c t  o f  v a r y i n g  d o a e s  o f  a o l y b d a t e  on  s p e c i f i c
c y t o p l a s m i c  e s t r a d i o l  b i n d i n g  and c e l l u l a r  l e v e l s  o f  cAMP 
and cGMP.
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6 .  E f f e c t  o f  M o l y b d a t e  on C y c l i c  N u c l e o t i d e  L e v e l s

T h e  e f f e c t  o f  a d d i t i o n s  o f  m o l y b d a t e  t o  w h o l e  c e l l  h o m o -

g e n a t e s  w a s  r e e v a l u a t e d  i n  o r d e r  t o  c o m p a r e  t h e  e f f e c t  o f

MoOA-  o n  EB,  cAMP a n d  cGMP l e v e l s .  F i g u r e  3 5  s h o w s  a s i m i ­

l a r  d o s e  d e p e n d e n t  e f f e c t  o f  m o l y b d a t e  o n  E*B a s  h a s  b e e n  

s e e n  p r e v i o u s l y  ( F i g u r e  10 a n d  1 2 ) .  As t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

m o l y b d a t e  i s  i n c r e a s e d  f r o m  0 t o  1 5mM , cGMP a n d  EB l e v e l s  

r i s e ,  cAMP l e v e l s  r e m a i n  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t .  L a r g e r

a m o u n t s  o f  m o l y b d a t e  c a u s e  a r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g  t o  l e v e l s  

b e l o w  c o n t r o l  v a l u e s .  At  t h e  s a m e  t i m e ,  c e l l u l a r  cAMP

i n c r e a s e s  a n d  cGMP r e m a i n s  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t .  Th e  p r e f e r ­

e n t i a l  I n c r e a s e  i n  cGMP a t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  Mo 0 4 «  a n d  

o f  cAMP a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o l y b d a t e  n o t  o n l y  h e l p s  

t o  e x p l a i n  t h e  u n u s u a l  e f f e c t  t h i s  s u b s t a n c e  h a s  o n  e s t r o g e n  

b i n d i n g  b u t  a l s o  p r o v i d e s  s o m e  e v i d e n c e  f o r  a n  a d d i t i o n a l  

a c t i o n  o f  M o 0 4 "  b e s i d e s  t h e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  s t i m u l a t i o n  

o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  ( J . M .  R i c h a r d s  a n d  W . I ,  S w i s -  

l o c k i ,  1 9 7 8 ) ;  a p o s s i b l e  s t i m u l a t i o n  o f  p a r t i c u l a t e  g u a n y -  

l a t e  c y c l a s e  a s  w e l l .  I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  m o l y h d a t e  i s  h a v ­

i n g  i t s  e f f e c t s  o n  c e l l u l a r  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  b y  e f f e c t i n g  

p h o s p h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y ,  s i n c e  t h e s e  e n z y m e s  a r e  s o l u b l e  

a n d  m o l y b d a t e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  h e  i n e f f e c t i v e  i n  a l t e r i n g  

EB i n  c y t o s o l  p r e p a r a t i o n s .  R e g r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  

i n  T a b l e  7 r e s u l t s  i n  a l i n e a r  p l o t  w i t h  a  c o r r e l a t i o n  c o e f ­

f i c i e n t  o f  0 . 8 9  a s  s e e n  i n  F i g u r e  3 5 .  I n  t h i s  IN VITRO 

e x p e r i m e n t a l  d e s i g n ,  we a g a i n  s e e  a  c l o s e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  t h e  r a t i o  o f  cAMP/ cGMP t o  c y t o p l a s m i c  e s t r o g e n  b i n d -  

i  ng  .
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F i g u r e  35 . C o r r e l a t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  e s t r a d i o l  b i n d i n g  l e v e l s  and 
t h e  r a t i o  o f  cAMP/cGMP i n  r e s p o n s e  t o  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
m o l y b d a t e .  T h e _ r e s u l t s  o f  EB i n  HEC-1B h o mo g e n a t e s  t h a t  a r e  l i s t e d  
i n  T a b l e  7 we r e  r e g r e s s e d  a g a i n s t  t h e  r a t i o r  o f  t h e  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  
i n  t h a t  same e x p e r i m e n t  and  t h e  b e s t  f i t  l i n e  was p l o t t e d .
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IN VITRO P h o s p h o r y l a t i o n  I n  HEC C e l l s  

S i n c e  a l l  a s s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  n o n p h y s t o  l o g  t e a  1 

t e m p e r a t u r e s  ( O C ) ,  t h e  q u e s t i o n  a r o s e  a s  t o  w h e t h e r  e n z y ­

m a t i c  p r o c e s s e s  s u c h  a s  p h o s p h o r y l a t i o n ,  t h e  s u s p e c t e d  m e c h ­

a n i s m  f o r  c y c l i c  n u c l e o t i d e  d e p e n d e n t  c h a n g e s  I n  EB , c o u l d  

b e  r e s p o n s i b l e  To a n s w e r  t h i s  q u e s t i o n  HEC c e l l  c y t o s o l  

t h a t  h a d  b e e n  r a d 1 o l a b e  1 1 ed w i t h  1 - 3 2 P - A T P  wa s  e l e c t r o -  

p h o r e a e d  on  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s .  F i g u r e  3 6  r e p r e s e n t s  a

d e n s I t o m e t r 1 c s c a n  o f  a n  a u t o r a d i o g r a m  t a k e n  f r o m  o n e  o f  

t h e s e  g e l s  I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  16 p r o t e i n s  r a n g i n g  I n

m o l e c u l a r  w e i g h t  f r o m  2 1 K t o  1 1 2 K w e r e  c l e a r l y  l a b e l e d  t o  

v a r y i n g  d e g r e e s  w i t h  3 2 P .  I n  a l l  e x p e r i m e n t s  1 0 - 1 6  p r o t e ­

i n s  s h o w e d  I n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  I s o t o p e  t h u s  p r o v i n g  t h a t  

p h o s p h o r y l a t i o n  c a n  o c c u r  I n  t h i s  s y s t e m  e v e n  a t  l o w  t e m p e r ­

a t u r e s  .



FICUftE 36;  Au t o r a d i o g r a p h i c  a n a l y s i s  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  a t  
OC i n  HEC c e l l s .  C e l l  h o a o g e n a t e s  w e r e  I n c u b a t e d  i n  GMTD 
b u f f e r  w i t h  10a* HgC12,  10aH KC1 50uM c o l d  ATP a n d  2 0 . 0 0 0  
CPKof r 3  2 P - A T P / p a o l  o f  c o l d  ATP f o r  I h o u r .  The  r e a c t i o n  was  
• t o p p e d  w i t h  a a a p l e  b u f f e r  ( 3X SDS,  10X g l y c e r o l  a nd  3Z 
■ e r c a p t o e t h a n o l )  a n d  h e a t e d  a t  I00C f o r  5 n l n u t e a .  S a a p l e s  
w e r e  l a y e r e d  on 10X p o l y a c r y l a a l d e  g e l s .  F o l l o w i n g  t h e  r u n  
( 2 0 a A / s l a b ) , g e l s  w e r e  f i n e d  I n  l o t  TCA, s t a i n e d  w i t h  c o o a a -  
a l e  b l u e  a a d e  I n  10X e t h a n o l  and  I OX a c e t i c  a c i d  f o r  30 a i n -  
u t e a  a nd  d e s t a l n e d  o v e r n i g h t  i n  10X a e t h a n o l  + 10Z a c e t i c
a c i d .  C e l s  w e r e  v a e u u n e d  d r i e d  and  a u t o r a d i o g r a p h e d .  The 
r d e n i i t j  i c a n n e d .

: h i»IMl, . ;•!
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The  d e s i r e  o f  k n o w l e d g e ,  l i k e  t h e  t h i r s t  o f  r i c h e s ,  

i n c r e a s e s  e v e r  w i t h  t h e  a c q u i s i t i o n  o f  i t .

S t e r n e
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D I S C U S S I O N :

I .  M o d e l  o f  B i o c h e m i c a l  R e g u l a t i o n  o f  E s t r a d i o l  B i n d i n g

T h e  r e g u l a t i o n  o f  e s t r o g e n  r e c e p t o r  l e v e l s  w a s  p r e v i o u s l y  

t h o u g h t  t o  i n v o l v e  p r o t e i n  s y n t h e t i c  p r o c e s s e s  e x c l u s i v e l y .  

T h e  work,  p r e s e n t e d  h e r e  h a s  d e m o n s t r a t e d  a n  a d d i t i o n a l  f o r m  

o f  r e g u l a t i o n  o f  t h e s e  p r o t e i n s ;  a  m e t a b o l i c  " a c t i v a t i o n "  

a n d  " I n a c t i v a t i o n "  o f  e s t r o g e n  b i n d e r s  I n  h u m a n  e n d o m e t r i u m .  

T h i s  mo d e  o f  r e g u l a t i o n  o f  EB I s  c h a r a c t e r i z e d  by  r a p i d  

c h a n g e s  I n  s p e c i f i c  3 H - E 2  b i n d i n g  p r o m o t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  e x o g e n o u s  c y c l i c  n u c l e o t i d e s ,  p o s s i b l y  a s  a  r e s u l t  o f  

p h o s p h o r y l a t i o n  p r o c e s s e s .

A s c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  s o me  o f  t h e  b a s i c  e x p e r i ­

m e n t a l  f i n d i n g s  o n  w h i c h  t h i s  " m e t a b o l i c "  l e v e l  o f  r e c e p t o r  

r e g u l a t i o n  i s  p o s t u l a t e d  i s  s e e n  I n  F i g u r e  3 7 .  Ri  a n d  Ra 

r e p r e s e n t  t w o  f o r m s  o f  a  s p e c i f i c  e s t r o g e n  b i n d e r ;  R i  

d e n o t e s  t h e  " i n a c t i v e "  f o r m ^  u n a b l e  t o  b i n d  E2 a n d  Ra

d e n o t e s  t h e  " a c t i v e "  f o r m  t h a t  I s  c a p a b l e  o f  b i n d i n g  e s t r o ­

g e n .

A d d i t i o n  o f  m l l l i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  cGMP t o  e n d o m e ­

t r i a l  c e l l  c y t o s o l  d u r i n g  l a b e l l i n g  w i t h  3 H - E 2  r e s u l t s  i n  a 

m a r k e d  I n c r e a s e  ( a p p r o x i m a t e l y  3 f o l d )  o f  s p e c i f i c  b i n d i n g .  

I n  c o n t r a s t ,  a d d i t i o n  o f  s i m i l a r  a m o u n t s  o f  cAMP p r o d u c e s

t h e  o p p o s i t e  e f f e c t   ̂ o f t e n  r e d u c i n g  b i n d i n g  c a p a c i t y  t o

u n d e t e c t a b l e  l e v e l s .  T h e s e  e f f e c t s  c a n  b e  o b s e r v e d  a t
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l a b e l l i n g  t i m e s  a s  s h o r t  a s  15  m i n u t e s  ( F i g .  2 2 ) ,  b o t h  a t  4C 

a n d  a t  30C ( F i g .  3 0 ) .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  IBMX,  t h e  r e s p e c ­

t i v e  e f f e c t s  o f  cGMP a n d  cAMP a r e  a p p a r e n t  a t  n a n o m o l a r  c o n ­

c e n t r a t i o n s  a n d  b e c o m e  m a x i m a l  a t  m l c r o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  

( F i g .  2 1 )  s u g g e s t i n g  t h a t  p h o s p h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y  i s  

q u i t e  h i g h  i n  t h i s  s y s t e m  e v e n  a t  4 C .

As i n d i c a t e d  I n  F i g u r e  3 7 ,  GTP c a n  I n c r e a s e  s p e c i f i c  

e s t r o g e n  b i n d i n g  p e r h a p s  b y  s e r v i n g  a s  a  p r e c u r s o r  t o  cGMP.  

T h e  e f f e c t  w a s  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  by  i n c u b a t i n g  c e l l  h o m o -  

g e n a t e s  w i t h  3 H - E 2  a n d  ImM GTP.  I n c r e a s e s  I n  EB a s  h i g h  a s  

t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  cGMP w e r e  o b s e r v e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i ­

t i o n s  ( F i g .  1 6 ) .  H o w e v e r ,  GTP w a s  I n e f f e c t i v e  w h e n  a d d e d  t o  

c y t o s o l ,  a s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  I f  i t s  c o n v e r s i o n  t o  cGMP 

r e q u i r e d  a  m e r a b r a n e - b o u n d  g u a n y l a t e  c y c l a s e .

ATP,  a l a o  a t  ImM c o n c e n t r a t i o n s  i n c r e a s e s  s p e c i f i c  E2 

b i n d i n g  w h e n  a d d e d  t o  c e l l  h o m o g e n a t e s .  T h e  e f f e c t  o f  ATP 

c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  s o l e l y  b y  i t s  a b i l i t y  t o  s e r v e  a s  a  

p h o s p h a t e  d o n o r  f o r  p h o s p h o k l n a s e  a c t i v i t y  s i n c e  ATP h a s  

l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  i n  c y t o s o l .  ATP may I n c r e a s e  EB t h r o u g h  

a c t i v a t i o n  o f  t h e  g u a n y l a t e  c y c l a s e  s y s t e m ,  a n  e f f e c t  t h a t  

h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  f o r  t h e  c a l f  u t e r i n e  p a r t i c u ­

l a t e  f o r m  o f  t h i s  e n z y m e  ( M . l .  S i e g e l  e t  a l . , 1 9 7 6 ) .  S i n c e  

ATP I s  a  p r e c u r s o r  o f  cAMP,  I t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  d e c r e a s e  

EB.  I n  f a c t ,  a  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c e  f o r  ATP h a s  b e e n  

o b s e r v e d ,  c o n c e n t r a t i o n s  o f  ATP I n  e x c e s s  o f  5mM c a u s e  a  

s m a l l  d e c l i n e  i n  E B .



As I n d i c a t e d  by  t h e  d i a g r a m  I n  F i g u r e  3 7 ,  t h e  p r e s e n c e  o f  

ATP I s  n e c e s s a r y  t o  o b t a i n  t h e  e f f e c t s  o f  b o t h  c y c l i c  

n u c l e o t i d e s  o n  t h e  e s t r o g e n  b i n d e r .  I f  t h e  e n d o g e n o u s  l e v ­

e l s  o f  ATP a r e  a l l o w e d  t o  f a l l  t o  u n d e t e c t a b l e  l e v e l s  ( F i g .  

2 7 )  by k e e p i n g  c y t o p l a s m i c  p r e p a r a t i o n s  a t  AC f o r  a  f e w  

h o u r s ,  cGMP a n d  cAMP h a v e  l i t t l e  o r  no e f f e c t  o f  3 H - E 2  b i n d ­

i n g ;  h o w e v e r ,  r e s p o n s i v e n e s s  I s  r e s t o r e d  w h e n  ATP I s  a d d e d  

b a c k  t o  t h e  ATP d e p l e t e d  c y t o p l a s m  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  s t o r ­

a g e  o f  c y t o s o l  d o e s  n o t  r e s u l t  I n  I r r e v e r s i b l e  d a m a g e  t o  t h e  

b i n d i n g  p r o t e i n .

B o t h  a c t i v a t i o n  a n d  i n a c t i v a t i o n  p r o c e s s e s  r e q u i r e  t h e  

p r e s e n c e  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  ( F i g .  2 6 ) .  T h e  e f f e c t  o f  cGMP 

c o n t l n o u s l y  I n c r e a s e s  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  Mg++ o r  Mn++ 

i s  i n c r e a s e d  u p  t o  LOOmM. I n  c o n t r a s t ,  t h e  e f f e c t  o f  cAHP I s  

m a x i m a l  a t  2 - 5mM Mg++ o r  Mn++ a n d  d e c l i n e s  a t  g r e a t e r  c o n ­

c e n t r a t i o n s  o f  t h e  c a t i o n .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c e  f o r  

d i v a l e n t  c a t i o n s  f o r  b o t h  e f f e c t s  I s  s i m i l a r  t o  t h o s e  

r e p o r t e d  f o r  cGMP a n d  cAMP d e p e n d e n t  p h o s p h o k l n a s e s  ( Y .  

T a k a l  e t  a l . , 1 9 7 6 ) .

T h e  ATP r e q u i r e m e n t  a n d  t h e  d i v a l e n t  c a t i o n  r e q u i r e m e n t  

s u g g e s t  t h a t  a c t i v a t i o n  i n v o l v e s  a  c G M P - d e p e n d e n t  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  w h e r e a s  I n a c t i v a t i o n  i n v o l v e s  a  c A M P - d e p e n d e n t  p h o s ­

p h o r y l a t i o n .  W h e t h e r  t h e s e  p h o s p h o r y l a t i o n s  o c c u r  o n  t h e  

r e c e p t o r  m o l e c u l e  I t s e l f  o r  o n  s o m e  o t h e r  m o l e c u l e ( s )  t h a t  

a c t  a s  a c t i v a t o r s  a n d / o r  i n a c t i v a t o r s  o f  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n  

o n c e  t h e y  a r e  p h o s p h o r y l a  t e d  r e m a i n s  t o  b e  e l u c i d a t e d .



M e t a b o l i c  i n a c t i v a t i o n  o f  s t e r o i d  b i n d i n g  p r o t e i n s  h a s  

b e e n  t h o u g h t  t o  i n v o l v e  a  d e p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n  ( s e e  

I n t r o d u c t i o n -  I X - 2 G ) .  T h i s  v i e w  h a s  b e e n  s u p p o r t e d  b y  a 

n u m b e r  o f  f i n d i n g s  w h i c h  I n c l u d e :  ( 1 ) u s i n g  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  t o  l o w e r  b i n d i n g  l e v e l s  ( C . J .  N i e l s o n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  

K. M.  Yuh a n d  P . L .  K e y e s ,  1 9 8 1 ;  F . E . B .  May a n d  B . R .  W e s t l e y ,  

1 9 8 2 )  a n d  ( 2 )  d e m o n s t r a t i n g  t h e  c o p u r i f i c a t i o n  o f  e n d o g e n o u s  

m e m b r a n e  a s s o c i a t e d  r e c e p t o r  i n a c t i v a t i n g  a c t i v i t y  w i t h  

e n d o g e n o u s  d e p h o s p h o r y l a t l n g  a c t i v i t y  ( C . J .  N i e l s o n  e t  

a l . , 1 9 7 7 ) .  A p u t a t i v e  d e p h o s p h o r y l a t i o n  ma y  r e m o v e  t h e  

p h o s p h a t e ( s )  t h a t  a r e  a t t a c h e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  cGMP.  

T h i s  m e c h a n i s m  w o u l d  r e p r e s e n t  o n e  f o r m  o f  i n a c t i v a t i o n .  

The  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t s  a  s e c o n d  mo d e  o f  i n a c t i v a ­

t i o n ;  a  cAMP d e p e n d e n t  d e c r e a s e  i n  b i n d i n g ,  p e r h a p s  d u e  t o  

a n o t h e r  p h o s p h o r y l a t i o n  o n  a d i f f e r e n t  s i t e  o f  t h e  b i n d i n g  

p r o t e i n .  I t  i s  u n c e r t a i n  how cAMP h a s  i t s  e f f e c t .  I t  may 

m o d i f y  R a , t h e  b i n d i n g  f o r m  a n d  s h i f t  i t  t o  R l .  A l t e r n a ­

t i v e l y ,  i t  may a f f e c t  R l  a n d  p r e v e n t  i t  f r o m  b e i n g  a c t i v a t e d  

t o  R a .  A t h i r d  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  i t  a f f e c t s  s o me  o t h e r  

m a c r o m o l e c u l e ,  p e r h a p s  o n e  t h a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c o n ­

v e r s i o n  o f  Ri  t o  R a . F u r t h e r  e x p e r i m e n t a t i o n  i s  r e q u i r e d  t o  

e l u c i d a t e  t h i s  p o i n t .
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GUANYLATE CY C LA SE
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FI GURE 3 7 ;  M o d e l  f o r  c y c l i c  n u c I e o t T d e  d e p e n d e T H T  r e g u l a e I o n  
° f  e s t r a d i o l  b i n d i n g .
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2 .  THE ACTION OF MOLYBDATE:

As d e s c r i b e d  f o r  t h e  t w o  n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e s ,  ATP 

a n d  G T P , a d d i t i o n  o f  10 - 20mM Na 2Mo04  t o  e n d o m e t r i a l  h o r a o g e n -  

a t e s  e n h a n c e s  s p e c i f i c  3 H - E 2  b i n d i n g  t o  l e v e l s  a s  h i g h  a s  

t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  cGMP ( F i g .  1 6 )  a n d  h a s  n o  e f f e c t  w h e n  

a d d e d  t o  c y t o s o l  u n l e s s  p l a s m a  m e m b r a n e s  a r e  I n c l u d e d  ( F i g .  

1 5 ) .  An i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  e s t r o g e n  b i n d i n g  i s  o b s e r v e d  a t  

m o l y b d a t e  c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  e x c e e d  20mM.  I n t e r e s t i n g l y ,  

t h e  h a m s t e r  u t e r i n e  c y t o s o l  p r o g e s t e r o n e  r e c e p t o r  e x i s t s  i n  

g r e a t e r  q u a n t i t i e s  u p o n  p r e i n c u b a t i o n  o f  c y t o s o l  w i t h  1- lOmM 

M o 0 4 -  t h e n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  M o 0 4 - .  T h i s  e f f e c t  a p p e a r s  t o  

b e  d o s e -  d e p e n d e n t .  T h e  b i n d i n g  l e v e l s  a r e  l o w e r  w i t h  20mM 

Mo04«  t h a n  w i t h  5 o r  lOmM Mo04«  ( a n d  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  

o b s e r v e d  a t  I mM) .  T h i s  s t u d y  d i d  n o t  d e t e r m i n e  t h e  c h a n g e s  

i n  b i n d i n g  a t  g r e a t e r  t h a n  20mM Mo 0 4 -  c o n c e n t r a t i o n s  ( T . J .  

C h e n  e t  a l . , 1 9 8 1 ) .

A m o n g s t  t h e  ma ny  b i o c h e m i c a l  a c t i v i t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  

m o l y b d a t e  i s  i t  a b i l i t y  t o  s t i m u l a t e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y  ( J . M .  R i c h a r d s  a n d  N . I .  S w l s l o c k l ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  

H o 0 4 -  d e p e n d e n t  a c t i v a t i o n  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  i s  a  g e n e r a l  

p h e n o m e n o n  f o u n d  i n  ma n y  t i s s u e s  a n d  i s  a p p a r e n t  a t  c o n c e n ­

t r a t i o n s  a s  l o w  a s  5- l OmM Mo0 4 - .  T h e  e f f e c t  i s  e n h a n c e d  

h o w e v e r ,  a t  c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  r a n g e  f r o m  2 0 - 6 0 m M.

T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  t h a t  M o 0 4 -  c a n  a l s o  

f u n c t i o n  t o  s t i m u l a t e  t h e  p a r t i c u l a t e  f o r m  o f  g u a n y l a t e  e y e -
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l a s e .  T h e  r e s u l t s  s h o w n  I n  T a b l e  7 d e m o n s t r a t e s  t h a t  I n  t h e  

e n d o m e t r i a l  c e l l  s y s t e m ,  l o w  l e v e l s  o f  M o 0 4 “  ( 5 - 2 0 m M )  s t i m u ­

l a t e  cGMP p r o d u c t i o n  w h i l e  h i g h  l e v e l s  o f  M o 0 4 “ ( 2 0 - 6 0 r a M )  

s t i m u l a t e  cAMP p r o d u c t i o n .  I t  t h e r e f o r e  s e e m s  p o s s i b l e  t h a t  

t h e  b i d i r e c t i o n a l  e f f e c t  s e e n  w i t h  t h e  d o s e  r e s p o n s e  t o  

Mo 0 4 *  ( F i g .  1 2 )  may b e  d u e  t o  a  p r e f e r e n t i a l  s t i m u l a t i o n  b y  

l o w  Mo 0 4 *  l e v e l s  o f  g u a n y l a t e  c y c l a s e  a n d  o f  a d e n y l a t e  c y c ­

l a s e  a t  h i g h  l e v e l s  o f  M o 0 4 - .  T h o u g h  t h e  a c t u a l  e n z y m a t i c  

a c t i v i t i e s  h a v e  n o t  b e e n  m e a s u r e d ,  t h i s  r e m a i n s  t h e  m o s t  

r e a s o n a b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  c o m p l e x  e f f e c t s  o f  M o 0 4 - .  

T h e  e f f e c t  c o u l d  n o t  b e  d u e  t o  a n  I n h i b i t i o n  o f  c y c l i c  

n u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m  b y  i n h i b i t i n g  p h o s p h o d i e s t e r a s e  a c t i v ­

i t y  s i n c e  t h e s e  e n z y m e s  a r e  s o l u b l e  a n d  Mo 0 4 *  r e q u i r e s  t h e  

p r e s e n c e  o f  m e m b r a n e s  f o r  a n y  e f f e c t  t o  b e  o b t a i n e d .  T h i s  

t h e n ,  w o u l d  b e  t h e  f i r s t  d e m o n s t r a t i o n  o f  g u a n y l a t e  c y c l a s e  

s t i m u l a t i o n  by  M o 0 4 - ,  t h o u g h  i t s  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  r e m a i n s  

t o  b e  e l u c i d a t e d .

A l l  s t e r o i d  r e c e p t o r  r e s e a r c h  t o  d a t e  h a s  s h o w n  t h a t  

l a r g e r  q u a n t i t i e s  o f  c y t o s o l i c  s t e r o i d  b i n d i n g  c o u l d  be  

d e t e c t e d  w h e n  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

10 - 20mM Mo 0 4 *  ( K . M .  A n d e r s o n  e t  a l . ^  1 9 8 0 ,  W.W.  G r o d y  e t  

a l . , 1 9 8 1 ;  T . J .  C h e n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h e  e x p l a n a t i o n  o f f e r e d  

f o r  t h i s  o b s e r v a t i o n  h a s  r e s t e d  on  t h e  k n o w n  a b i l t y  o f  m o l ­

y b d a t e  t o  I n h i b i t  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  ( K .  Pa  1 g e n ,  1 9 5 8 ) .  I t  

h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r e c e p t o r  w i l l  o n l y  b i n d  s t e r o i d  

w h e n  I t  i s  i n  t h e  p h o s p h o r y l a t e d  s t a t e  a n d  t h a t  s t e r o i d  

r e c e p t o r s  a r e  r a p i d l y  i n a c t i v a t e d  t o  a  n o n b i n d i n g  f o r m  b y  a
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d e p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n .  T h e r e f o r e  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  

m o l y b d a t e ,  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  I s  I n h i b i t e d  a n d  t h e  I n a c t i ­

v a t i o n  p r o c e s s  I s  s l o w e d  o r  p r e v e n t e d  e n t i r e l y  t h u s  r e s u l t ­

i n g  i n  a n  e n h a n c e m e n t  o f  b i n d i n g .

T h e  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e  d e m o n s t r a t e s  t h a t  a s i d e  f r o m  a n y  

s t a b i l i z i n g  a c t i v i t y  f o r  s t e r o i d  r e c e p t o r s  t h a t  M o 0 4 -  may 

p o s s e s s ,  i t  i s  a l s o  a b l e  t o  r a p i d l y  g e n e r a t e  n e w  b i n d i n g  

a c t i v i t y  ( F i g .  7 ) ,  I . e .  t o  s h i f t  t h e  e q u i l i b r i u m  f r o m  t h e  

i n a c t i v e  ( n o n b l n d l n g )  t o  t h e  a c t i v e  ( b i n d i n g )  f o r m  o f  t h e  

r e c e p t o r  T h i s  may b e  t h e  r e s u l t  o f  a  s t i m u l a t i o n  o f  g u a n y ­

l a t e  c y c l a s e  a t  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  M o 0 4 *  w h i c h  t h e n  

r e s u l t s  i n  cGMP d e p e n d e n t  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  r e c e p t o r  

p r o t e i n  i t s e l f  o r  s o m e  a s s o c i a t e d  m o l e c u l e .  One  o t h e r  l a b o ­

r a t o r y  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  Mo 0 4 “ h a s  a n  a c t i v e  I n v o l v e m e n t  I n  

r e c e p t o r  g e n e r a t i o n .  K i d n e y  g l u c o c o r t i c o i d  b i n d i n g  I s

e n h a n c e d  a p p r o x i m a t e l y  100% b y  lOmM M o 0 4 -  b o t h  a t  4C a n d  a t  

25C I n  t h  p r e s e n c e  o f  SmM d l t h i o t h r e i t o I  ( J .  H u b b a r d  a n d  M. 

K a l l m i ,  1 9 8 2 ) .

I t  I s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  m a n y  o f  t h e  r e s e a r c h e r s  

r e p o r t i n g  t h a t  c y t o s o l i c  b i n d i n g  I s  s t a b i l i z e d  a t  OC u p o n  

p r e i n c u b a t i o n  w i t h  Mo04**,  a d d  m o l y b d a t e  t o  t i s s u e  m i n c e s  

( t h a t  c o n t a i n  i n t a c t  c e l l  m e m b r a n e s )  d u r i n g  t h e  h o m o g e n i z a ­

t i o n  o f  t h e  t i s s u e  r a t h e r  t h a n  t o  t h e  s u p e r n a t a n t  f o l l o w i n g  

t h e  h i g h  s p e e d  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( U . Y .  N a r l t o k u  e t  a l .  , 

1 9 8 2 ;  C . M.  G a u b e r t  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  E . F .  H a w k i n s  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  

t f . W.  W r i g h t  e t  a l . ,  1 9 8 1  a n d  M.  T o p p i l a  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  I t
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i s  p o s s i b l e  c h a t  p a r t  o f  t h e  i n c r e a s e  I n  b i n d i n g  t h o u g h t  t o  

b e  d u e  t o  ' s t a b i l i z a t i o n '  m i g h t  w e l l  b e  d u e  t o  a n  ' a c t i v a ­

t i o n '  p h e n o m e n o n  t h a t  r e q u i r e s  p a r t i c u l a t e  c e l l  c o m p o n e n t s ;  

a m e c h a n i s m  t h a t  i s  s i m i l a r  t o  t h e  t y p e  r e p o r t e d  I n  t h i s
a

wo r k .

I n  t h e  i n t r o d u c t i o n  ( s e c t i o n  I X - 2 G ) , a  n u m b e r  o f  o b s e r v a ­

t i o n  w e r e  p r e s e n t e d  w h i c h  q u e s t i o n e d  w h e t h e r  m o l y b d a t e

c o u l d  b e  s t a b i l i z i n g  b i n d i n g  b y  i n h i b i t i n g  a  p u t a t i v e  p h o s ­

p h a t a s e ,  We c a n  now r e c o n s i d e r  s o me  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s

i n  l i g h t  o f  t h e  n e w  f i n d i n g s  o u r  own p o s t u l a t e d  a c t i v i t y  f o r

m o l y b d a t e .  O n e  o b s e r v a t i o n  a d d r e s s e d  t h e  p r o b l e m  t h a t  o t h e r  

p h o s p h a t a s e  i n h i b i t o r s  ( F ,  g l u c o s e - 1 -  p h o s p h a t e  a n d  t u n g s -  

t a t e )  d o  n o t  p r e v e n t  i n a c t i v a t i o n  ( K . L .  L e a c h  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .

I f  m o l y b d a t e  f u n c t i o n s  t o  s t i m u l a t e  g u a n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v ­

i t y  t h e n  o t h e r  p h s o p h a t s e  I n h i b i t o r s  s h o u l d  n o t  h a v e  a n  

e f f e c t  o n  t h e  s y s t e m  w h i l e  o t h e r  g u a n y l a t e  c y c l a s e  s t i m u l a ­

t o r s ,  e . g .  m e t c h o l i n e ,  n l t r o p r u s s l d e  a n d  Na N03  ( F .  M u r a d  e t

a l . ,  1 9 7 8 )  s h o u l d  h a v e  a n  e f f e c t .  T h e s e  s u b s t a n c e s  i n  p h y ­

s i o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  s t i m u l a t e  EB 

l e v e l s .  T h e  s e c o n d  o b s e r v a t i o n  c o n c e r n s  t h e  e f f e c t  t h a t

Mo04** h a s  o n  s t e r o i d  b i n d e r  I n a c t i v a t i o n  I n  r e s p o n s e  t o

h i g h  s a l t ,  a m m o n i u m  s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n ,  g e l  f i l t r a t i o n  o r  

e x h a u s t i v e  d i a l y s i s  ( K . L .  L e a c h  e t  a l . , 1 9 7 9 ;  K.  Noma e t  a l . ;  

1 9 8 0 ;  U. W.  G r o d y  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  E a c h  o f  t h e s e  t r e a t m e n t s  

c o u l d  e a s i l y  a l t e r  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  r e c e p t o r  p r o t e i n  

( o r  a s s o c i a t e d  p r o t e i n )  s o  t h a t  t h e  s l t e ( s )  t h a t  s h o u l d  be  

p h o s p h o r y 1 a t e d  i s  b u r l e d  w i t h i n  t h e  m o l e c u l e .  T h e  t h i r d



o b s e r v a t i o n  r e l a t e s  t o  t h e  l i m i t e d  pH r a n g e  ( 6 . 0 - 7 . 6 ) f o r  

MoOA- a c t i v i t y  ( W. W.  W r i g h t  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h e  e f f e c t  o f  pH 

n e e d  n o t  b e  o n  t h e  p u t a t i v e  p h o s p h a t a s e  e n z y m e  b u t  c o u l d  

o n c e  a g a i n  be  on  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e  ( t h e  

r e c e p t o r  p r o t e i n  o r  a s s o c i a t e d  m o l e c u l e ) .
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3 . S I G N I F I C A N C E  OF ESTROGEN RECEPTOR REGULATION

A.  R e s p o n s i v e n e s s  t o  H o r m o n e

A l t h o u g h  e s t r o g e n  a f f e c t s  t h e  f u n c t i o n  o f  m a n y  t i s s u e s  i n  

v e r t e b r a t e  o r g a n i s m s  t o  s o me  d e g r e e ,  t h e  p r i n c i p a l  e f f e c t  I s  

c o n s i d e r e d  t o  b e  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  g r o w t h  a n d  m a t u r a t i o n  o f  

t h e  f e m a l e  r e p r o d u c t i v e  s y s t e m  a n d  m a i n t a n e n c e  o f  I t s  r e p r o ­

d u c t i v e  c a p a b i l i t y .  C o n s i d e r a b l e  a t t e n t i o n  h a s  b e e n

d i r e c t e d  t o w a r d s  d e t e r m i n i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  

u p t a k e  o f  t h e  h o r m o n e  b y  t a r g e t  c e l l s  a n d  t h e  p r i m a r y  

e f f e c t s  o n  c e l l  m e t a b o l i s m  a n d  m a c r o m o l e c u l a r  b i o s y n t h e s i s  

w h i c h  c u l m i n a t e s  i n  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  m o r p h o l o g i c a l  a n d  

p h y s i o l o g i c a l  r e s p o n s e s  ( B . S .  K a t z e n e 1 l e n b o g e n  a n d  J .  G o r -  

s k i , 1 9 7 9 ) .

M o r p h o l o g i c a l :  At  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  f o l l i c u l a r  o r  p r o ­

l i f e r a t i v e  p h a s e  o f  t h e  m e n s t r u a l  c y c l e  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s  

a r e  l o w  c u b o l d a l  i n  a p p e a r a n c e  w i t h  s p a r s e  c y t o p l a s m i c  o r g a ­

n e l l e s  a n d  a f e w  r e l a t i v e l y  s h o r t  m i c r o v i l l i .  I n  r e s p o n s e  

t o  e s t r o g e n ,  m i t o t i c  f i g u r e s  a r e  f r e q u e n t l y  s e e n  i n  b o t h  t h e  

e p i t h e l i u m  a n d  c o m p a c t  s t r o m a  t h u s  r e s u l t i n g  i n  p r o l i f e r a ­

t i o n  o f  t h e  t i s s u e .  T h e  e p i t h e l i a l  c e l l s  i n c r e a s e  i n  c o m ­

p l e x i t y ;  t h e r e  I s  a m a r k e d  i n c r e a s e  i n  n u m b e r  a n d  s i z e  o f  

t h e  m i t o c h o n d r i a ,  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i ­

c u l u m  a n d  g o l g i  a p p a r a t u s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e s e  c e l l s  

i n c r e a s e  i n  s i z e ,  f i r s t  a p p e a r i n g  c o l u m n a r  a n d  t h e n  p s e u d o s ­

t r a t i f i e d .  At  t h e  s t a r t  o f  t h e  c y c l e ,  t h e  g l a n d s  a r e
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s t r a i g h t  w i t h  s m a l l  c i r c u l a r  c r o s s - s e c t i o n .  By t h e  e n d  o f

t h e  p r o l i f e r a t i v e  p h a s e  t h e  g l a n d s  a r e  m u c h  l a r g e r  a n d

e x h i b i t  s l i g h t  t o r t u o s i t y  ( C . A .  F i n n  & D . G .  P o r t e r ,  1 9 7 5 ;  

R . M.  Wy n n ,  1 9 7 7 ) .

B i o c h e m i c a l :  T h e  t r o p h i c  a c t i o n  o f  e s t r o g e n  o n  e n d o m e ­

t r i u m  i s  m e d i a t e d ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  by  s p e c i f i c  i n c r e a s e s

i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  p r o t e i n .  M o s t  o f  t h e  e a r l y  r e s p o n s e s  t o

e s t r o g e n  a r e  b l o c k e d  b y  p r o t e i n  s y n t h e s i s  I n h i b i t o r s .  E l e c ­

t r o p h o r e t i c  p r o f i l e s  o f  ( 3 5 S - )  m e t h i o n i n e  l a b e l l e d  p r o t e i n  

i n  h u m a n  e n d o m e t r i u m  s h o w e d  a n  I n c r e a s e  o f  a 5 5 , 0 0 0  p r o t e i n .  

On a  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l ,  t h i s  p r o t e i n  w a s  r e s o l v e d  i n t o  a t  

l e a s t  2 p r o t e i n s  w i t h  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  o f  5 . 3  a n d  5 . 9  ( S .  

t a c o b e l i  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  I t  i s  n o t  a s  y e t  p o s s i b l e  t o

a t t r i b u t e  a f u n c t i o n  t o  t h e s e  s p e c i f i c  e s t r o g e n  i n d u c e d  p r o ­

t e i n s .

C h a n g e s  i n  e n z y m a t i c  a c t i v i t i e s  o f  h u m a n  e n d o m e t r i u m

d u r i n g  t h e  m e n s t r u a l  c y c l e  a r e  r e g u l a t e d  t o  a l a r g e  e x t e n t  

by  o v a r i a n  s t e r o i d s .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  e n z y m e s  w h i c h  p r e ­

d o m i n a t e  d u r i n g  t h e  f o l l i c u l a r  p h a s e  a r e  s t i m u l a t e d  by  

e s t r o g e n s .  U s i n g  b o t h  a n a l y t i c a l  a n d  h i s t o c h e m i c a  1 t e c h n i ­

q u e s  o f  d e t e c t i o n ,  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  f o l l o w i n g  e n z y m e s  

h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  p r i m a r i l y  u n d e r  e s t r o g e n i c  c o n t r o l :  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  B - g l u c u r o n l d a s e , g l u ­

c o s e -  6 - p h o s p h a t a s e  , t r i p h o s p y r i d i n e  n u c l e o t i d e  d i a p h o r a s e  

a n d  s u c c i n i c  d e h y d r o g e n a s e  ( C . F .  H o l i n k a  a n d  E .  G u r p l d e ,  

1 9 8 1 ) .



P r o s t a g l a n d i n  F 2 a  I s  k n o w n  t o  e x i s t  i n  b o t h  m e n s t r u a l  

f l u i d  a n d  e n d o m e t r i u m  T h e  l e v e l  o f  PGF2 a  I n  e n d o m e t r i u m

s h o w s  c y c l e  s p e c i f i c  v a r i a t i o n s  w i t h  t h e  h i g h e s t  l e v e l s

f o u n d  I n  t h e  s e c r e t o r y  p h a s e  o f  t h e  c y c l e .  I t  h a s  b e e n  s u g ­

g e s t e d  t h a t  t h i s  c o m p o u n d  may h a v e  c l i n i c a l  s i g n i f i c a n c e ,  

p e r h a p s  i n  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  o n s e t  o f  b l e e d i n g  v i a  

a c t i o n  o n  t h e  s p i r a l  a r t e r i o l e s  ( G . S .  R i c h a r d s o n  a n d  D . T ,  

M a c L a u g h l i n ,  1 9 7 8 ) .  I n  a  r e c e n t  r e p o r t  ( F .  S c h a t z  a n d  E.  

G u r p l d e ,  1 9 8 3 ) ,  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  P GF 2 a  i n  t h e  m e d i u m  o f  

p r i m a r y  m o n o l a y e r  c u l t u r e s  o f  e p i t h e l i a l  c e l l s  d e r i v e d  f r o m  

s p e c i m e n s  o f  h u m a n  e n d o m e t r i u m  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  m a r k e d l y  

e n h a n c e d  b y  p h y s i o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e s t r a d i o l .  I t  

i s  n o t  c e r t a i n  a t  t h i s  t i m e  w h e t h e r  t h e  s y n t h e s i s  o r  t h e  

m e t a b o l i s m  o f  PGF2a  I s  u n d e r  t h e  r e g u l a t i o n  o f  E 2 .

D u r i n g  t h e  m e n s t r u a l  c y c l e ,  a p r e o v u l a t o r y  r i s e  i n  p r o ­

g e s t e r o n e  r e c e p t o r  i s  o b s e r v e d .  T h i s  i n c r e a s e  o c c u r s  f o l ­

l o w i n g  t h e  p e a k  i n  p l a s m a  e s t r o g e n  l e v e l s  a n d  w h e n  p l a s m a  

p r o g e s t e r o n e  i s  v i r t u a l l y  a b s e n t  ( E . E .  B a u l l e a u  e t  a l . 

1 9 8 0 ) .  T h e  h u m a n  u t e r u s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  p o s s e s s  a n  e s t r o ­

g e n -  i  nd  u c  i  b l e  p r o g e s t e r o n e  b i n d i n g  p r o t e i n  ( 0 . J a n n e  e t  a l . 

1 9 7 5 ) .  T h i s  r e p r e s e n t s  a n  i m p o r t a n t  e x a m p l e  o f  o n e  h o r m o n e  

r e g u l a t i n g  t h e  t i s s u e  r e s o n s l v e n e s s  t o  a n o t h e r  h o r m o n e .

H o r m o n e  r e c e p t o r  i n t e r a c t i o n s  a r e  g o v e r n e d  b y  t h e  Law o f  

M a s s  A c t i o n .  T h i s  v i e w  w a s  e x t e n s i v e l y  d e v e l o p e d  i n  t h e

1 9 2 0 ' s  a n d  i s  b a s e d  on t h e  d i s c r e t e  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  

c h e m i c a l  s t r u c t u r e  a n d  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  a n d  t h e  c o m p e t i -
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c i v e  I n t e r a c t i o n  o f  c h e m i c a l l y  s i m i l a r  h o r m o n e s .  I n  t h e

c l a s s i c a l  r e c e p t o r  t h e o r y  d e v e l o p e d  6 0  y e a r s  a g o ,  I t  w a s

a s s u m e d  t h a t  h o r m o n e  e f f e c t s  a r e  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  f r a c ­

t i o n  o f  o c c u p i e d  r e c e p t o r  a n d  t h a t  m a x i m a l  e f f e c t s  r e s u l t e d  

w h e n  a l l  r e c e p t o r s  w e r e  o c c u p i e d  ( A .  G o l d s t e i n  e t  a l .  1 9 7 4 ) .  

W h i l e  t h e s e  a s s u m p t i o n s  a r e  t r u e  I n  s o me  c a s e s ,  t h e r e  a r e  

ma n y  e x c e p t i o n s .  H o w e v e r ,  t h e s e  a s s u m p t i o n s  s e r v e  a s  a  u s e ­

f u l  m o d e l  f o r  q u a n t i f y i n g  h o r m o n a l  e f f e c t s .  I t  w o u l d  f o l l o w  

t h a t  b o t h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h o r m o n e  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  r e c e p t o r  p r o t e i n  a r e  i m p o r t a n t  i n  r e g u l a t i n g  r e s p o n s i v e ­

n e s s .  M e a s u r e m e n t  o f  h u m a n  e n d o m e t r i a l  s t e r o i d  r e c e p t o r s  

h a s  s h o w n  t h a t  d u r i n g  t h e  p r e o v u l a t o r y  p h a s e ,  t o t a l  e s t r o g e n  

a n d  p r o g e s t e r o n e  r e c e p t o r  l e v e l s  i n c r e a s e .  T h i s  i s  f o l l o w e d  

by  a  d e c l i n e  o f  b o t h  r e c e p t o r s  d u r i n g  t h e  s e c r e t o r y  p h a s e  o f  

t h e  c y c l e  ( C .  L e v y  e t  a l .  , 1 9 8 0 )  T h e  m o r p h o l o g i c a l  a n d  b i o ­

c h e m i c a l  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e s e  t w o  h o r m o n e s  h a s  b e e n  

c o r r e l a t e d  w i t h  p l a s m a  l e v e l s  o f  t h e  h o r m o n e s  a n d  w i t h  t a r ­

g e t  t i s s u e  c o n c e n t r a t i o n  o f  r e c e p t o r s  f o r  t h e s e  h o r m o n e s .  

As t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  r e c e p t o r  c h a n g e s ,  t h e  r e s p o n s e  t o  

h o r m o n a l  s t i m u l a t i o n  a l s o  c h a n g e s .  T h e  u s e  o f  c y c l i c  

n u c l e o t i d e s  t o  m o d i f y  e s t r o g e n  b i n d i n g  l e v e l s  may s e r v e  a s  

a n  i m p o r t a n t  t o o l  f o r  I n v e s t i g a t i n g  c h a n g e s  I n  m o r p h o l o g i c a l  

a n d  b i o c h e m i c a l  r e s p o n s i v e n e s s  t o  h o r m o n a l  s t i m u l a t i o n .  Any 

o f  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  e s t r o g e n i c  e f f e c t s  c a n  b e  u s e d  a s  a n  

e n d p o i n t  f o r  s u c h  a  s t u d y .
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B.  T r a n s  1 o c a t a b i 1 1 1 y o f  t h e  E s t r o g e n  R e c e p t o r :

T h e  m e c h a n i s m  o f  t r a n s l o c a t i o n  h a s  n o t  b e e n  c l e a r l y  e l u ­

c i d a t e d  . S e v e r a l  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  I n c l u d i n g  a s s o c i a t i o n  & 

d i s s o c i a t i o n  o f  s u b u n i t s ,  r e c e p t o r  p r o t e o l y s i s ,  a n d  s u b t l e  

c h e m i c a l  a l t e r a t i o n s  s u c h  a s  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  r e c e p t o r  

h a v e  b e e n  c o n s i d e r e d  ( W. W.  G r o d y  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .  F o r  t r a n s ­

f o r m a t i o n  t o  o c c u r ,  a  h i g h  e n e r g y  b a r r i e r  m u s t  b e  o v e r c o m e .  

L a r g e  p o s i t i v e  e n t h a l p y  a n d  e n t r o p y  v a l u e s  h a v e  b e e n  m e a s ­

u r e d  f o r  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e s s ,  t h u s  s u g g e s t i n g  t h a t  a 

n u m b e r  o f  b o n d s  m u s t  b e  b r o k e n  i n  o r d e r  t o  e x p o s e  t h e  p o s i ­

t i v e l y  c h a r g e d  r e s i d u e s  o n  t h e  r e c e p t o r ' s  s u r f a c e  ( E .  M i l -

g r o r n ,  1 9 8 1 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t r a n s ­

f o r m e d  a n d  n o n t r a n s f o r m e d  r e c e p t o r  c o m p l e x e s  c a n  b e  m o d i f i e d  

by m a n y  e x o g e n o u s  c o m p o u n d s  s u c h  a s :  ( 1 ) o x y a n l o n s  o f  s o me

o f  t h e  t r a n s i t i o n  m e t a l s  ( m o l y b d a t e ,  t u n g s t a t e  a n d  v a n a ­

d a t e ) ,  ( 2 )  p y r l d o x a l  5 ' - p h o s p h a t e —  p o s s i b l y  t h r o u g h  i t s

a b i l i t y  t o  f o r m  S c h l f f  b a s e s  w i t h  E - a m l n o  g r o u p s  o f  l y s i n e  

r e s i d u e s ,  ( 3 )  m e t a l  c h e l a t o r s  s u c h  a s  o - p h e n a n t h r o l l n e  , ( A )

r l f a m y c l n  A F / 0 1 3 -  a n  a n t i b i o t i c  d e r i v i t l v e  t h a t  p r e v e n t s  t h e  

b i n d i n g  o f  p o l y m e r a s e  t o  DNA,  ( 5 )  s u l f h y d r y l  m o d i f y i n g  r e a ­

g e n t s  a n d  ( 6 ) r e a g e n t s  t h a t  m o d i f y  h i s t i d i n e  r e s i d u e s  s u c h  

a s  e t h o x y f o r m i c  a n h y d r i d e  a n d  R o s e  B e n g a l  ( W. W.  G r o d y  e t  

a l . , 1 9 8 2 ) .  I t  s h o u l d  b e  r e a l i z e d  t h a t  w h i l e  t r a n s f o r m a t i o n  

c a n  be  m o d i f i e d  IN VITRO b y  t h e s e  v a r i o u s  a g e n t s  a s  w e l l  a s  

by  c h a n g e s  I n  pH a n d  s a l t  c o n c e n t r a t i o n , i t  i s  n o t  k n o w n  i f  

a n y  o f  t h e s e  m a n i p u l a t i o n s  e x e r t s  a n  e f f e c t  I N VIVO.
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When s u g g e s t i n g  t h a t  a c h a n g e  I n  c y t o p l a s m i c  E2 b i n d i n g  

c o u l d  r e s u l t s  i n  a  c h a n g e  I n  r e s p o n s i v e n e s s  t o  e s t r a d i o l ,  we 

m a k e  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  cAMP o r  cGMP 

w o u l d  n o t  I n t e r f e r e  w i t h  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e s s  o f  t h e  

s t e r o i d  r e c e p t o r  a n d  t h e r e f o r e ,  w i t h  i t s  a b i l i t y  t o  t r a n s l o ­

c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  o r  w i t h  i t s  a b i l i t y  t o  i n t e r a c t  w i t h  t h e  

t a r g e t  c e l l  g e n o m e .  S i n c e  t h e  p r o c e s s  o f  t r a n s f o r m a t i o n  i s  

n o t  w e l l  u n d e r s t o o d ,  i t  w o u l d  b e  d i f f i c u l t  t o  s p e c u l a t e  w h a t  

e f f e c t s  i f  a n y  t h e  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  m i g h t  h a v e .  I f ,  h o w ­

e v e r ,  i t  c a n  b e  s h o w n  t h a t  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  n u c l e a r  I n t e r ­

a c t i o n  a r e  n o t  a f f e c t e d  by  c y c l i c  n u c l e o t i d e s ,  t h e n  o n e  

w o u l d  e x p e c t  t h a t  cNMP d e p e n d e n t  c h a n g e s  i n  c y t o p l a s m i c  

b i n d i n g  c o u l d  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r  r e s p o n s i v e n e s s  o f  a  t a r g e t
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C.  E n d o g e n o u s  F a c t o r s  t h a t  A l t e r  c N H P s :

T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  I n t r a c e l l u l a r  c y c l i c  n u c l e o t i d e  

l e v e l s  a r e  I n f l u e n c e d  b y  m a n y  f a c t o r s ;  b o t h  b y  r e g u l a t i o n  o f  

f o r m a t i o n  o f  t h e  cNMP ( c y c l a s e  a c t i v i t y )  a n d  b y  d e g r a d a t i o n  

o f  t h e  cNMP ( p h o s p h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y ) .  N u m e r o u s  r e v i e w  

a r t i c l e s  a r e  a v a i l a b l e  w h i c h  p r o v i d e  p a r t i a l  l i s t i n g s  o f  t h e  

p o l y p e p t i d e  h o r m o n e s ,  n e u r o t r a n s m l t t e r s  a n d  o t h e r  p h y s i o l o ­

g i c a l  a n d  n o n p h y s l o l o g  1 c a L  c o m p o u n d s  t h a t  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  

a l t e r  c e l l u l a r  cNMPs ( C . A  K a h n ,  1 9 7 6 ;  K . J .  C a t t  & M . L .  

D u f a u ,  1 9 7 7 ;  J . D .  B a x t e r  & J . W .  F u n d e r ,  1 9 7 9 ) .  T a b l e  8 I s  a 

s u m m a r y  o f  t h e  m a t e r i a l  f o u n d  I n  t h e s e  p a p e r B .

E s t r a d i o l  b i n d i n g  l e v e l s  I n  HEC c e l l s  a r e  s u b j e c t  t o  

d r a m a t i c  c h a n g e s  o v e r  s h o r t  p e r i o d s  o f  t i m e  ( H .  F l e m i n g  & E.  

G u r p l d e ,  1 9 8 1 )  I n  t h e  w o r k  d e s c r i b e d  h e r e ,  t h e s e  c h a n g e s  

i n  E2 b i n d i n g  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  c o r r e l a t e  w e l l  w i t h  c h a n g e s  

I n  t h e  l e v e l s  o f  i n t r a c e l l u l a r  cNMP ( F i g .  31 a n d  3 2 ) .  L a r g e  

o s c i l l a t i o n s  I n  c e l l u l a r  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  w e r e  f o u n d  

w i t h i n  t h e  f i r s t  f e w  h o u r s  f o l l o w i n g  r e f e e d l n g  o f  s e r u m  

s t a r v e d  c e l l s .  C h a n g e s  s u c h  a s  t h e s e  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  

r a t  e m b r y o  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  a s  w e l l  ( C .  R o c h e t t e - E g l y  e t  

a l . ^  1 9 7 9 ) .  S i n c e  s e r u m  c o n t a i n s  m a n y  o f  t h e  s u b s t a n c e s  

l i s t e d  i n  T a b l e  8 , i n  s p e c i f i c  c o n c e n t r a t i o n s ,  e a c h  w i t h  I t s  

own r a t e  o f  d e g r a d a t i o n ,  c h a n g e s  I n  I n t r a c e l l u l a r  cNMP may 

b e  d u e  t o  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  w i t h i n  

t h e  b a t h i n g  m e d i u m  a t  a n y  g i v e n  t i m e  a s  a  r e s u l t  o f  r e l a t i v e
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N i t r o o r u s s i d e
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T r i t o n  X-10.0
H em ag lo b in /M y o g lo b in

P h o s p h o d i e s t e r a s e

C a f f e i n e / x a n t h i n e s
C a l c i u m - c a l m o d u l i n
I n d o m e t h a c i n
P h e n o t h i a z i n e
Snermine
T h i o l  r e a g e n t s
T h y r o x i n e
T o c o p h e r o l

(Jo
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a c t i v i t y  o f  e a c h  o f  t h e  e n z y m e s  r e g u l a t i n g  cNMP l e v e l s .  I n  

p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  n i t r o p r u s s i d e , n i t r i c  o x i d e ,  r a e t -  

c h o l l n e  a n d  m e l a t o n i n ;  s u b s t a n c e s  w h i c h  s t i m u l a t e  g u a n y l a t e  

c y c l a s e  a c t i v i t y  a l l  I n c r e a s e  s p e c i f i c  c y t o p l a s m i c  e s t r a d i o l  

b i n d i n g  i n  HEC c e l l s .

I t  i s  I n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  s u b s t a n c e s  l i k e  m e l a t o ­

n i n ,  w h i c h  I n f l u e n c e s  t h e  g r o w t h  o f  r e p r o d u c t i v e  t i s s u e  I N 

VIVO by e l e v a t i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  

( D .  D a n s f o r t h  e t  a l .  , 1 9 8 2 )  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  s t i m u l a t e  

g u a n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  a n d  t h u s  e l e v a t e  c e l l u l a r  cGMP 

c o n c e n t r a t i o n s  ( D . L .  V e s l e y ,  1 9 8 0 ) .  I t  m i g h t  b e  p o s s i b l e  

t h a t  s o m e  o f  t h e  o t h e r  r e p o r t s  o n  a l t e r a t i o n  o f  s t e r o i d  

r e c e p t o r s  may b e  m e d i a t e d  b y  c y c l i c  n u c l e o t i d e  c h a n g e s  

r a t h e r  t h a n  o r  i n  a d d i t i o n  t o  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  s y n t h e t i c  

r a t e s  e . g .  e s t r a d i o l  i s  k n o w n  t o  I n c r e a s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  i t s  own r e c e p t o r s  ( J .  G o r s k l  e t  a l . ,  1 9 7 1 )  a s  w e l l  a s  

t h o s e  f o r  p r o g e s t e r o n e  ( 0 .  J a n n e  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  T h i s  e f f e c t  

c o u l d  be  t h e  r e s u l t  o f  e s t r o g e n ' s  a b i l i t y  t o  i n c r e a s e  t h e  

i n t r a c e l l u l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  cGMP l e v e l s  ( L .  F l a n d r o y  a n d  

P .  G a l a n t ,  1 9 8 2 )  f o l l o w e d  b y  a cGMP s t i m u l a t i o n  o f  EB.

T h e  I m p o r t a n c e  o f  c o m p o n e n t s  w i t h i n  a  b u f f e r  s y s t e m  f o r  

a s t e r o i d  r e c e p t o r  a s s a y  s h o u l d  b e c o m e  i n c r e a s i n g l y  o b v i o u s .  

T h e  p r e s e n c e  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s ,  s u l f h y d r y l  r e a g e n t s ,  

d e t e r g e n t s  ( t r i t o n )  a n d  a n t i m i c r o b i a l  a g e n t s  ( a z i d e s )  c a n  

a l l  a f f e c t  a c t i v a t i o n  a n d  i n a c t i v a t i o n  p h e n o m e n a  a n d  t h e r e o -  

f o r e , c a n  h a v e  a n  e f f e c t  o n  t h e  m e a s u r a b l e  a m o u n t  o f  b i n d i n g
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T h i s  i n f o r m a t i o n  s h o u l d  b e  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  w h e n  c o m p a r i n g  

i n t e r l a b o r a t o r y  r e p o r t s .

F i n a l l y  i f  t h e  r e g u l a t i o n  o f  E2 b i n d i n g  I N VIVO i s  s i m ­

i l a r  t o  t h e  f i n d i n g s  r e p o r t e d  h e r e  o n  I N VITRO r e g u l a t i o n  

t h e n  t h e  IN VIVO c o n c e n t r a t i o n  o f  E2 r e c e p t o r s  w i t h i n  a  t a r ­

g e t  t i s s u e  m i g h t  b e  I n f l u e n c e d  b y  t h e  l e v e l s  o f  m a n y  o f  t h e  

h o r m o n e s  f o u n d  I n  t h e  b l o o d  a t  t h a t  t i m e a n d  n o t  j u s t  b e  a 

f u n c t i o n  o f  c i r c u l a t i n g  o v a r i a n  h o r m o n e s -  I t  w o u l d  b e

i n t e r e s t i n g  t o  d e t e r m i n e  i f  i n d i v i d u a l s  w i t h  s o m e  u n u s u a l  

h o r m o n a l  p r o f i l e  o r  i n d i v i d u a l s  r e c e i v i n g  s p e c i f i c  d r u g s  

( e  g -  i s o p r o t e r e n o l )  t h a t  a l t e r  c e l l u l a r  cNMPs  , d e m o n s t r a t e  

a n y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  t h e  l e v e l s  o f  t h e i r  s t e r o i d  r e c e p ­

t o r s .
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D . S t e r o i d  H o r m o n e  R e c e p t o r s  a n d  

E n d o c r i n e  T h e r a p y  f o r  R e p r o d u c t i v e  C a n c e r s :  

M o r t a l i t y  d u e  t o  c a r c i n o m a  o f  o r g a n s  s u c h  a s  b r e a s t  

u t e r u s  a n d  p r o s t a t e  w h i c h  a r e  k n o w n  t a r g e t s  f o r  s t e r o i d  

h o r m o n e s , r e p r e s e n t s  o v e r  3 OX o f  t o t a l  c a n c e r  I n c i d e n c e s *  

Much  o f  o u r  c u r r e n t  k n o w l e d g e  o n  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

s t e r o i d  h o r m o n e s  a n d  r e p r o d u c t i v e  c a n c e r  h a s  d e v e l o p e d  f r o m  

w o r k  on  t h e  b r e a s t .  T h e  i n f o r m a t i o n  g a i n e d  f r o m  t h i s  w o r k  

c o u l d  p r o b a b l y  now b e  u s e d  t o  s t u d y  h o r m o n a l  d e p e n d e n t  

e f f e c t s  i n  e n d o m e t r i a l  c a n c e r *

G r o w t h  a n d  r e g r e s s i o n  o f  b r e a s t  t u m o r s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  

b e  m o d u l a t e d  b y  a p p r o p r i a t e  e n d o c r i n e  m a n i p u l a t i o n s .  A b l a ­

t i v e  p r o c e e d u r e s  s u c h  a s  o v a r i e c t o m y ,  a d r e n a l e c t o m y  a n d  

h y p o p h y s e c t o m y  t o  r e m o v e  s o u r c e s  o f  c i r c u l a t i n g  h o r m o n e s  

w h i c h  t y p i c a l l y  s t i m u l a t e  o r  s u p p o r t  b r e a s t  t u m o r  g r o w t h  

h a v e  r e s u l t e d  i n  r e g r e s s i o n  o f  m e t a s t a t i c  t u m o r s  a n d  o b j e c ­

t i v e  r e m i s s i o n  f o r  5 - 1 0  y e a r s .  A l t e r n a t i v e l y ,  b r e a s t  c a n c e r  

r e g r e s s i o n  c a n  b e  a c h i e v e d  b y  a d m i n i s t e r i n g  l a r g e  p h a r m a c o ­

l o g i c a l  d o s e s  o f  e s t r o g e n  a n d r o g e n ,  p r o g e s t i n ,  g l u c o c o r t i ­

c o i d  o r  a n t i e s t r o g e n  ( O . H .  P e a r s o n  e t  a l . ,  1 9 5 5 ;  M . A .  Y o u n e s  

e t  a l , } 1 9 8 2 ) .  U n f o r t u n a t e l y , e n d o c r i n e  r e s p o n s i v e  t u m o r s

c o n s t i t u t e  o n l y  30Z o f  a l l  c a s e s .  T h e  a b i l i t y  t o  p r e d i c t  

w h i c h  p a t i e n t s  w o u l d  m o s t  l i k e l y  b e n e f i t  f r o m  h o r m o n a l  t h e r ­

a p y  a n d  e x c l u d e  t h o s e  w i t h  l i t t l e  p r o b a b i l i t y  o f  I m p r o v e m e n t  

w o u l d  b e  o f  g r e a t  v a l u e  T h e  c h o i c e  t o  a d m i n i s t e r  e n d o c r i n e



t h e r a p y  h a s  b e e n  I n  l a r g e  p a r t  e m p i r i c a l ,  g u i d e d  by t h e  

r e c e p t o r  s t a t u s  ( I . e .  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  t i s s u e  s h o w s  h o r ­

m o n a l  d e p e n d e n c e )  o f  a  s a m p l e  o f  b l o p s l e d  t i s s u e .  F o l l o w i n g  

m a l i g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n ,  I f  a  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  r e t a i n s  

a l l  o r  p a r t  o f  t h e i r  n o r m a l  r e c e p t o r  s i t e s ,  i t s  g r o w t h  a n d  

f u n c t i o n  i s  p o t e n t i a l l y  c a p a b l e  o f  b e i n g  r e g u l a t e d  b y  i t s  

h o r m o n a l  e n v i r o n m e n t .

T h e  s u c c e s s  r a t e  o f  h o r m o n a l  t h e r a p y  c a n  b e  I m p r o v e d  

f r o m  3 0 Z t o  a b o u t  55Z b y  s e l e c t i n g  t h o s e  p a t i e n t s  w h o s e  

t u m o r s  c o n t a i n  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  ( E R ) .  H o w e v e r ,  4 0 Z  o f  ER+ 

p a t i e n t s  d e m o n s t r a t e  e n d o c r i n e  r e s i s t a n c e ;  t h e  r e a s o n  f o r  

t h i s  I s  u n c e r t a i n .

A h y p o t h e s i s  w a s  t h e n  e x t e n d e d  s u g g e s t i n g  t h a t  s i n c e  

b i n d i n g  t o  r e c e p t o r s  w a s  o n l y  a n  e a r l y  s t e p  i n  s t e r o i d  h o r ­

m o n e  a c t i o n ,  t h e  a b s e n c e  o f  r e s p o n s e  t o  e n d o c r i n e  m a n i p u l a ­

t i o n  i n  so m e  p a t i e n t s  w a s  d u e  t o  a  l e s i o n  a t  a l a t e r  s t e p .  

T h e r e f o r e ,  a  m e a s u r a b l e  p r o d u c t  o f  e s t r o g e n  a c t i o n  r a t h e r  

t h a n  t h e  i n i t i a l  b i n d i n g  s t e p  s h o u l d  b e  a n  I d e a l  m a r k e r  o f  

e n d o c r i n e  r e s p o n s i v e n e s s  ( K . f i .  H o r w l t z  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  

S y n t h e s i s  o f  t h e  p r o g e s t e r o n e  r e c e p t o r  ( P g R )  i s  d e p e n d e n t  

u p o n  e s t r o g e n .  I t  w a s  t h e n  p r e d i c t e d  t h a t  t u m o r s  c o n t a i n i n g  

PgR a n d  ER w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  t u m o r  w a s  c a p a b l e  o f  s y n ­

t h e s i z i n g  a t  l e a s t  o n e  e n d  p r o d u c t  u n d e r  e s t r o g e n i c  s t i m u l a ­

t i o n  a n d  s h o u l d  t h e r e f o r e  b e  e n d o c r i n e  r e s p o n s i v e .  T u m o r s  

w i t h  ER b u t  n o  PgR w o u l d  b e  r e s i s t a n t  t o  e n d o c r i n e  t h e r a p y .  

Ma ny  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  t e s t e d  t h i s  h y p o t h e s i s  ( W. L



M c G u i r e ,  1 9 0 0  K . B .  H o r w l t z ,  1 9 8 1 ) .  T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a ­

r i z e d  I n  T a b l e  8 . T h e  I n c l u s i o n  o f  PgR a s s a y s  I m p r o v e  t h e  

s e l e c t i o n  o f  h o r m o n e  r e s p o n s i v e  c a n d i d a t e s  t o  7 0 X ,  h o w e v e r  

30X o f  p a t i e n t s  w i t h  " f u n c t i o n a l "  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  a r e  

s t i l l  u n r e s p o n s i v e  t o  e n d o c r i n e  m a n i p u l a t i o n s .  I n t e r e s t ­

i n g l y ,  34X o f  E R + / P g R -  p a t i e n t s  ( o r  1 2 X o f  t h e  b r e a s t  c a n c e r  

p o p u l a t i o n )  w i t h  " n o n f u n c t i o n a l "  ER a r e  a l s o  r e s p o n s i v e  t o  

h o r m o n a l  m a n i p u l a t i o n .  A s m a l l  g r o u p  o f  p a t i e n t s  ( 4 X )  h a v e  

b e e n  f o u n d ,  w h o s e  t u m o r s  c o n t a i n  PgR b u t  n o  E R .  T h i r t y  t wo  

p e r c e n t  o f  t h e  m e m b e r s  i n  t h i s  g r o u p  e x h i b i t  t u m o r  r e g r e s ­

s i o n  u p o n  e n d o c r i n e  m a n i p u l a t i o n .  T h e  l a s t  g r o u p  o f

p a t i e n t s  ( E R - / P g R - )  c o m p r i s e d  2 7X o f  t h e  p o p u l a t i o n  b e i n g  

s t u d i e d .  T h e y  e x h i b i t e d  a  9X r e s p o n s i v e n e s s ,  a  r a t h e r  s u r ­

p r i s i n g  r e s u l t  s i n c e  I t  c o n t r a d i c t s  t h e  b a s i c  p r e m i s e  t h a t  

h o r m o n a l  d e p e n d e n c e  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  r e c e p t o r  s t a t u s .  

H o w e v e r ,  I t  I s  c l e a r  t h a t  t h e  h y p o t h e s i s  p u t  f o r t h  b y  H o r ­

w l t z  h a s  b e e n  u s e f u l  I n  I m p r o v i n g  t h e  s e l e c t i o n  o f  e n d o c r i n e  

r e s p o n s i v e  t u m o r s .

I f  e n d o c r i n e  t h e r a p y  I s  o n l y  o f f e r e d  t o  p a t i e n t s  t h a t  

a r e  E R + /  P g R + ,  t h e n  a l a r g e  p e r c e n t a g e  o f  I n d i v i d u a l s  w i l l  

s h o w  I m p r o v e m e n t  a n d  f e w e r  p e o p l e  w i l l  e x p e r i e n c e  t h e  t r a u m a  

o f  s u c h  t h e r a p y  w i t h o u t  a n y  b e n e f i t .  H o w e v e r ,  l i m i t i n g

t h e r a p y  t o  t h i s  g r o u p  e x c l u s i v e l y  w o u l d  p r e v e n t  1 6Z o f  

b r e a s t  c a n c e r  p a t i e n t s  f r o m  b e n e f i t i n g  f r o m  e n d o c r i n e  t h e r ­

a p y  ( 1 3 Z  who a r e  E R + / P g R - j  IX who  a r e  E R - / P g R +  a n d  2X who  

a r e  E R - / P g R - )  w h i l e  e f f e c t i v e l y  s e l e c t i n g  o u t  t h e  56X wh o  

w o u l d  n o t  r e s p o n d .  I w o u l d  t h e r e f o r e  s u g g e s t  t h a t  t h e s e  l t > %
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Table 9 :

as a Function of ER and PgR

LAB: ER+/PgR+ ER+/P«R- ER-/PgR+ ER-/PSR- T ota l

Osbourne 16/20 15/45 -------- 3/20 85
tfomura 20/30 12/37 1/4 4/34 105

Bloom 26/33 3/14 1/1 0/14 62

M aillo t 21/28 18/32 1/8 1/23 91
Brooks 4 /6 2/7 13

1 Nemato 10/13 la /3 1 2/2a 73

King 10/11 3/15 0 /2 2/9 37
Mannl 15/24 3/5 0 /2 31

Minner 9/12 2 /6 2 /3 3 /30 51

Leung 20/29 3/14 1/2 2 /9 54
A llegra 11/14 8/14 0 /4 0 /12 44

i McGuire 13/16 7 /17 0 /1 1 44
Degensheln 13/16 1/9 1/1 0 /7 32

J Le Clercq 1 /3 1/3 0 /1 7
4
1 Slnghakowlnta 4 /5 0 /3 8

Desombre 3 /4 1 /3 1 /7 14
? Young 13/13 1/7 1/1 1 /3 29

T o ta ls : 191/./82 (68%)

% o f  p a t i e n t s : 36%

98/262 (37%) 

1UZ

8 /2 7  (30%) 

4 %

19/209  (9%) 

27%

780
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m i g h t  h a v e  b e e n  I n c o r r e c t l y  p l a c e d  I n t o  t h e i r  r e s p e c t i v e  

g r o u p s  a n d  I f  c a t e g o r i z i n g  p a t i e n t s  c o u l d  b e  f u r t h e r  

r e f i n e d ,  t h e s e  p a t i e n t s  c o u l d  b e  s e l e c t e d  f o r  a s  w e l l .  I 

w i s h  t o  o f f e r  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  s o m e  o f  t h e  r e c e p t o r  n e g a ­

t i v e  m e a s u r e m e n t s  t h a t  w e r e  ma d e  a r e  i n a c c u r a t e ,  i . e .  t h e s e  

t u m o r s  w e r e  n o t  n e g a t i v e  f o r  o n e  o r  b o t h  o f  t h e  r e c e p t o r s  

m e a s u r e d  b u t  s h o u l d  b e  c o n s i d e r e d  E R + / P g R + .  T h e r e  a r e  t wo  

a p p r o a c h e s  t h a t  c a n  b e  u s e d  t o  t e s t  t h i s  h y p o t h e s i s  b a s e d  o n  

t h e  i n f o r m a t i o n  p r e s e n t e d  h e r e .  T h e  f i r s t  a p p r o a c h  w o u l d  b e  

t o  m i n c e  t h e  t u m o r  s a m p l e ,  p l a c e  i t  i n  o r g a n  c u l t u r e  a n d  

t h e n  t o  p e r f o r m  t h e  r e c e p t o r  a a s a y  o n  t h e  t u m o r  a  n u m b e r  o f  

t i m e s  a f t e r  d i f f e r e n t  t i m e s  i n  c u l t u r e  ( e . g .  0 2 , 4  h o u r s ) .

P e r h a p s  a s i n g l e  m e a s u r e m e n t  r e s u l t s  i n  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  

r e c e p t o r  i n  a  m a s k e d  o r  " i n a c t i v e "  s t a t e  w h i l e  a t  a  l a t e r  

t i m e  a  m e t a b o l i c  u n m a s k i n g  m i g h t  h a v e  o c c u r r e d  a n d  t h e  

r e c e p t o r  s t a t u s  w o u l d  a p p e a r  p o s i t i v e .  T h i s  s u g g e s t i o n  I s  

b a s e d  o n  t h e  r a p i d  f l u c t u a t i o n s  o f  E2 b i n d i n g  t h a t  h a v e  b e e n  

o b s e r v e d  i n  e n d o m e t r i a l  c e l l  c u l t u r e s  ( H .  F l e m i n g  & E G u r -  

p i d e ,  1 9 8 1 ) .  A s i n g l e  b i n d i n g  a s s a y  i n  t h e s e  c e l l s  w o u l d  n o t  

b e  s u f f i c i e n t  t o  s t a t e  w h e t h e r  t h e  c e l l s  w e r e  p o s i t i v e  o r  

n e g a t i v e  f o r  E2 b i n d i n g .  T h e  s e c o n d  a p p r o a c h  w o u l d  b e  t o  

a s s a y  t h e  t u m o r  o n c e  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  a s  w e l l  a s  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  cGMP ( o r  a n y  o t h e r  s t i m u l a t i n g  a g e n t  e . g .  

M o 0 4 » ,  AT P ,  G T P ) .  Some o f  t h e  n e g a t i v e  m e a s u r e m e n t s  m i g h t  

b e  " m a s k e d "  r e c e p t o r s  t h a t  c o u l d  b e  a c t i v a t e d .  I f  c e r t a i n  

t u m o r s  s h o w  I n c r e a s e s  i n  s p e c i f i c  e s t r o g e n  b i n d i n g  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  cGMP t h e n  a d m i n i s t r a t i o n  o f  cGMP o r  p h y s i o l o g l -
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c a l  s u b s t a n c e s  t h a t  I n c r e a s e  cGMP ma y  b e  u s e f u l  I n  p r o m o t i n g  

a r e s p o n s e  o f  t u m o r  t o  e s t r o g e n i c  t h e r a p y  ( e s t r o g e n  o r  

t a m o x i f e n  t h e r a p y ) .  C o n v e r s e l y ;  r e d u c t i o n  o f  e s t r o g e n

r e c e p t o r  l e v e l s  o f  e s t r o g e n  s e n s i t i v e  c a n c e r s  b y  a d m i n i s t r a ­

t i o n  o f  cAMP o r  s u b s t a n c e s  t h a t  e l e v a t e  c e l l u l a r  cAMP may 

i n h i b i t  t u m o r  g r o w t h  p r o m o t e d  b y  e n d o g e n o u s  e s t r o g e n s .  

R e c e n t l y f a r e p o r t  a p p e a r e d  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  c h o l e r a  t o x i n  

c a u s e d  a r e d u c t i o n  I n  e s t r o g e n  r e c p t o r s  a n d  a  d e c l i n e  I n  t h e  

h o r m o n e - d e p e n d e n t  g r o w t h  o f  DMBA I n d u c e d  ma mma r y  c a r c i n o m a  

i n  r a t s  ( Y .  C h o - C h u n g  e t  a l .  1 9 8 3 ) .  I f  e i t h e r  o n e  o r  b o t h  

o f  t h e s e  a p p r o a c h e s  r e s u l t  i n  a c h a n g e  f r o m  r e c e p t o r  n e g a ­

t i v e  t o  r e c e p t o r  p o s i t i v e  s t a t u s ;  t h e n  t h e  t u m o r  s h o u l d  b e  

t r e a t e d  w i t h  s o m e  f o r m  o f  e n d o c r i n e  t h e r a p y  a n d  t h e  p e r c e n t  

t h a t  s h o w  r e g r e s s i o n  s h o u l d  b e  e s t a b l i s h e d .

I n  a d d i t i o n  t o  I n f o r m a t i o n  o n  r e s p o n s i v e n e s s  t o  e n d o c ­

r i n e  t h e r a p y ,  r e c e p t o r  s t a t u s  h a s  b e e n  u s e d  t o  s e l e c t  a  s u b ­

s e t  o f  p a t i e n t ;  t h o s e  t h a t  w e r e  r e c e p t o r  n e g a t i v e ^  who  w i l l  

r e c u r  e a r l i e r  a n d  h a v e  a  l o w e r  s u r v i v a l  r a t e  ( W . L .  M c G u i r e ,  

1 9 8 0 ) .  S i m i l a r  m a n i p u l a t i o n s  o f  b i n d i n g  a s s a y s  a s  h a s  b e e n  

d e s c r i b e d  a b o v e  m i g h t  b e  u s e f u l  f o r  t h e s e  p u r p o s e s  a s  w e l l .

T h e  u s e  o f  s t e r o i d  r e c e p t o r  a s s a y s  a s  a  t o o l  t o  s e l e c t  

p a t i e n t s  f o r  e n d o c r i n e  t h e r a p y  h a s  n o t  b e e n  l i m i t e d  t o  

b r e a s t  c a n c e r .  R e p o r t s  o n  h o r m o n e  d e p e n d e n c y  o f  p r o s t a t l c  

c a n c e r  ( P .  E k m a n  e t  a l . j 1 9 7 9 ) ,  r e n a l  c a n c e r  ( G .  C o n c o l l n o  

e t  a l . , 1 9 7 9 )  a n d  l e u k e m i a  ( M.  L l p p m a n  e t  a l . , 1 9 7 9 )  a r e

a v a i l a b l e .  A l i m i t e d  a m o u n t  o f  r e s e a r c h  h a s  b e e n  d o n e  o n
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e n d o m e t r i a l  c a n c e r .  S i n c e  o u r  r e s u l t s  h a v e  s h o w n  a n  e f f e c t  

o f  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  o n  e n d o m e t r i a l  c a n c e r  c e l l s  a s  w e l l  a s  

b r e a s t  c a n c e r  c e l l s  ( CG5  & T 4 7 D -  F i g u r e  2 5 ) ,  i t  w o u l d  b e  

i n t e r e s t i n g  t o  l e a r n  w h e t h e r  t h e  I N  VIVO h o r m o n a l  d e p e n d e n c y  

o f  e n d o m e t r i a l  c a n c e r  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  b r e a s t  c a n c e r  

a n d  w h e t h e r  t h e  i n f o r m a t i o n  g a i n e d  f r o m  t h e  l a t t e r  c o u l d  b e  

a p p l i e d  t o  t h e  f o r m e r .

T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  s t e r o i d  r e c e p t o r s  c o u l d  b e  m o d u ­

l a t e d  w i t h  d r u g s  a n d  h o r m o n e s  a f f e c t i n g  cAMP o r  cGMP l e v e l s  

o p e n s  a p r o m i s i n g  n e w l i n e  o f  i n v e s t i g a t i o n .  Muc h  r e m a i n s  

t o  be  l e a r n e d  a b o u t  t h e  b i o c h e m i c a l  c h a n g e s  r e s u l t i n g  I n  

g e n e r a t i o n  a n d  i n a c t i v a t i o n  o f  b i n d i n g  p r o t e i n s .
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E.  E s t r o g e n - l i n k e d  C y t o t o x i c  A g e n t s *

S c r e e n i n g  p r o g r a m s  a r e  c u r r e n t l y  u n d e r w a y  t o  a s s e s s  t h e  

p o t e n t i a l  t h e r a p e u t i c  v a l u e  o f  n e w l y  s y n t h e s i z e d  e s t r o g e n -  

c y t o t o x i c  m o l e c u l e s  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  h o r m o n e - d e p e n d e n t  

c a n c e r .  F i v e  s u b s t i t u t e d  e s t r o g e n s  h a v e  b e e n  p r e p a r e d  w h i c h  

i n c l u d e  a n  a z i r l d l n e  d e r l v i t l v e  o f  e s t r o n e  a n d  f o u r  n i t r o g e n  

m u s t a r d  d e r l v l t i v e s  o f  h e x e s t r o l ,  d 1 e t h y 1 s t i b e s t r o l  a n d

e s t r o n e  ( G .  L e C l e r c q  e t  a l .  1 9 8 0 ) .  T h e  p r o c e s s  o f  t a g g i n g

a c y t o t o x i c  c o m p o u n d  w i t h  a n  e s t r o g e n i c  m o l e c u l e  c o u l d

p o t e n t i a l l y  a l l o w  f o r  c o n t r o l l e d  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  c y t o ­

t o x i c  c o m p o u n d  t o  a r e a s  o f  s p e c i f i c  i n t e r e s t  a n d  e l i m i n a t e  

t h e  u n n e c e s s a r y  s i d e  e f f e c t s  t h a t  t h e s e  c o m p o u n d s  h a v e .

T h e  IN VITRO b i n d i n g  a f f i n i t i e s  o f  t h e s e  d r u g s  f o r  t h e  

c y t o p l a s m i c  e s t r o g e n  r e c e p t o r  h a v e  b e e n  e s t a b l i s h e d .  E a c h

o f  t h e s e  c o m p o u n d s  i n  a c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  o f  0>1 t o  1*0  

m i c r o m o l a r  i n h i b i t s  t h e  g r o w t h  o f  MCF- 7  c e l l s  ( a n  ER+ c e l l  

l i n e )  b u t  h a s  no  e f f e c t  o n  EVSA-T c e l l s  ( a n  E R-  c e l l  l i n e )  

( G .  L e C l e r c q  e t  a l . 1 9 8 0 ) .  W i t h  t h e s e  p r e l i m i n a r y  r e s u l t s ,

r e s e a r c h  i s  c u r r e n t l y  u n d e r w a y  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  t o x i c o l o g y  

o f  t h e s e  c o m p o u n d s  a n d  t h e  I N VIVO d r u g - a n t i t u m o r  e f f e c t i v e ­

n e s s  u s i n g  t h e  DMBA I n d u c e d  r a t  ma mma r y  t u m o r  a n d  t h e  h o r ­

mo n e  d e p e n d e n t  MXT m o u s e  ma mma r y  t u m o r  s y s t e m s *  I f  t h e s e

a d d i t i o n a l  s t u d i e s  s h o w  a n  e f f c t  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  IN VIVO,  

t h e n  t h e  a b i l i t y  t o  m o d i f y  t h e  a m o u n t  o f  e s t r o g e n  b l n d n g

w i t h i n  a  t a r g e t  t i s s u e  w i l l  be  c r u c i a l  f o r  m a x i m a l  e f f e c ­



1 5 4 .

t i v e n e s s  o f  t h e s e  d r u g s  E x o g e n o u s  s u b s t a n c e s  t h a t  e l e v a t e  

I n t r a c e l l u l a r  cGMP c o u l d  p o t e n t i a l l y  c h a n g e  a n  e s t r o g e n  

r e c e p t o r  n e g a t i v e  t u m o r  t o  o n e  w i t h  r e c e p t o r  p r o t e i n s  a n d  

t h e r e f o r e ,  t o  o n e  t h a t  w i l l  r e s p o n d  t o  c y t o t o x i c  d r u g s  t h a t  

a r e  c o n j u g a t e d  t o  e s t r o g e n s .
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y

SUMMARY AND CONCLUSI ONS:

R e c e n t  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  f r o m  t h i s  w o r k  h a s  r e v e a l e d  

t h e  f o l l o w i n g  f a c t s :

-  A d d i t i o n  o f  cGMP t o  h o m o g e n a t e s  o r  c y t o s o l  p r e p a r e d  f r o m  

e n d o m e t r i a l  t i s s u e  o r  c u l t u r e d  e n d o m e t r i a l  a d e n o c a r c i n o m a  

c e l l s  d u r i n g  t h e  a s s a y  f o r  s p e c i f i c  e s t r o g e n  b i n d e r s  m a r k ­

e d l y  i n c r e a s e s  s p e c i f i c  b i n d i n g  l e v e l s .  T h e  e f f e c t  I s  c o m ­

p l e t e d  I n  a b o u t  15 m i n u t e s  a t  4 £ .  C y c l i c  AMP h a s  t h e  o p p o ­

s i t e  e f f e c t  a n d  i n  m a n y  c a s e s  l o w e r s  t h e  n u m b e r  o f  b i n d i n g  

s i t e s  t o  u n d e t e c t a b l e  l e v e l s .

-  ATP,  a n u c l e o t i d e  t h a t  s t i m u l a t e s  a  p a r t i c u l a t e  f o r m  o f  

g u a n y l a t e  c y c l a s e ,  M o 0 4 - ,  a c o m p o u n d  t h a t  c a n  e l e v a t e  cGMP

l e v e l s  a n d  G T P , a  m e t a b o l i c  p r e c u r s o r  o f  c GMP,  i n c r e a s e  s p e ­

c i f i c  e s t r a d i o l  b i n d i n g  p r o t e i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p l a s m a  

m e m b r a n e s  a n d  s o l u b l e  f a c t o r s .

-  C y c l i c  AMP r e d u c e s  t h e  l e v e l s  o f  e s t r o g e n  b i n d i n g  w h e n  

a d d e d  t o  c e l l  h o m o g e n a t e s  o r  t o  c y t o s o l  a n d  c o u n t e r a c t s  t h e  

e f f e c t s  o f  c G MP , M o 0 4 " ,  ATP a n d  GTP.

-  ATP a n d  d i v a l e n t  c a t i o n s  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  e x p r e s s i o n

o f  cGMP a n d  cAMP e f f e c t s  o n  e s t r a d i o l  b i n d i n g .  I t  Ls t h e r e ­

f o r e  l i k e l y  t h a t  p h o s p h o r y l a t i o n s  a r e  i n v o l v e d  I n  t h e  g e n e r ­

a t i o n  a n d  i n a c t i v a t i o n  o f  e s t r o g e n  b i n d i n g  s i t e s .

-  T h e  r e p o r t e d  e f f e c t s  o f  n u c l e o t i d e s  a n d  m o l y b d a t e  h a v e  

b e e n  o b s e r v e d  I n  s p e c i m e n s  o f  h i s t o l o g i c a l l y  n o r m a l  e n d o m e ­



t r i u m ,  i n  s p e c i m e n s  o f  e n d o m e t r i a l  c a r c i n o m a ,  i n  t w o  e n d o m e ­

t r i a l  a d e n o c a r c i n o m a  c e l l  l i n e s ,  HEC—1 a n d  H E C - 5 0  a n d  i n  t wo  

b r e a s t  c a n c e r  c e l l  l i n e s ,  CG5 a.  v a r i a n t  o f  M C F-7  a n d  i n  

T47D c e l l s .

-  R a p i d  c h a n g e s  i n  t h e  l e v e l s  o f  e s t r o g e n  b i n d i n g  c a p a c i t y  

o b s e r v e d  i n  e n d o m e t r i a l  c e l l s  i n  c u l t u r e  c a n  b e  a s s o c i a t e d  

w i t h  c h a n g e s  i n  cAMP/ cGMP r a t i o s  w h i c h  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  

v a r y  i n  c e l l s  i n  c u l t u r e .

-  R a p i d  c h a n g e s  i n  t h e  l e v e l s  o f  e s t r o g e n  b i n d i n g  c a p a c i t y  

o b s e r v e d  i n  r e s p o n s e  t o  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o l y b d a t e  

c a n  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  c h a n g e s  I n  t h e  c AMP/ cGMP r a t i o s  i n  

c e l l  h o m o g e n a t e s .

-  A p p r o x i m a t e l y  12 c y t o s o l i c  p r o t e i n s  c a n  a c t  a s  s u b s t r a t e s  

f o r  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  HEC c e l l s  a t  n o n p h y s l o l o g  l e a l  t e m p e r ­

a t u r e s  ( 4 £ )  .

At  t h i s  t i m e  i t  i s  n o t  y e t  k n o w n  w h e t h e r  a n y  o f  t h e  12 

p r o t e i n s  i s  t h e  e s t r o g e n  r e c e p t o r .  I n  o n e  r e p o r t  ( B . S .  K a t -  

z e n e 1 l e n b o g e n  e t  a l . , 1 9 8 0 ) ,  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e

h u m a n  e n d o m e t r i a l  c y t o p l a s m i c  e t r o g e n  r e c e p t o r  w a s  e s t i m a t e d  

by  F e r g u s o n  p l o t s  t o  be  b e t w e e n  4 0 - 5 0 K .  I n  a s e c o n d  r e p o r t  

( A . C .  N o t i d e s  e t  a l . ,  1 9 7 6 )  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  

h u m a n  m y o m e t r l a l  e s t r o g e n  r e c e p t o r  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  f r o m  

s e d i m e n t a t i o n  g r a d i e n t  a n a l y s i s  t o  b e  b e t w e e n  3 0 - 4 0 K .  I n  

t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  o u r  w o r k ,  t h r e e  p r o t e i n s ,  ( 4 0 K ,  

44K a n d  4 6 K )  a r e  p h o s p h o r y 1 a t e d . I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o n e  o f
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t h e s e  t h r e e  p r o t e i n s  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  c y t o p l a s m i c  E2 b i n d ­

i n g  p r o t e i n .  I t  w o u l d  b e  I n t e r e s t i n g  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  

t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  p a t t e r n  f o r  HEC c e l l  c y t o s o l  I s  a l t e r e d  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  cAMP o r  cGMP a n d  I f  s o ,  I f  t h e y  p h o s p h o -

r y l a t e  t h e  s a m e  o r  d i f f e r e n t  p r o t e i n s .

P r e l i m i n a r y  e v i d e n c e  e x i s t s  f a v o r i n g  r e g u l a t i o n  o f  E2 

b i n d i n g  by cNMP d e p e n d e n t  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  

p r o t e i n  ( o r  a n  a s s o c i a t e d  p r o t e i n ) .  T h i s  mo d e  o f  r e g u l a t i o n

r a i s e s  a  n u m b e r  o f  i n t e r e s t i n g  q u e s t i o n s ,  e . g .  I s  t h e  r e c e p ­

t o r  d i r e c t l y  p h o s p h o r y l a t e d  ? A r e  t h e r e  t w o  d i s t i n c t  p h o s -  

p h o r y l a t a b l e  s i t e s  o n  t h e  s a m e  p r o t e i n  ( o n e  f o r  cGMP t o  

a c t i v a t e  a n d  o n e  f o r  cAMP t o  I n a c t i v a t e )  ? I s  i t  p o s s i b l e  

f o r  t h i s  p r o t e i n  n o t  t o  b e  p h o s p h o r y l a t e d  a t  a l l  ? Wo u l d  

t h e  p r o t e i n  h a v e  a n y  a c t i v i t y  i n  t h i s  n o n p h o s h o r y l a t e d  s t a t e  

? I f  y o u  t r e a t  a c y t o s o l i c  p r e p a r a t i o n  w i t h  a  p h o s p h a t a s e ,  

w o u l d  o n e  o r  b o t h  p h o s p h a t e s  b e  r e m o v e d  ? W o u l d  t h e  p r o t e i n  

h a v e  a c t i v i t y  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  ?

S i n c e  t h e  e v i d e n c e  f o r  p h o s p h o r y l a t i o n  i s  s t i l l  p r e l i m i ­

n a r y ,  we c a n  s p e c u l a t e  t h a t  t h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  cNMPs 

a l t e r  E2 b i n d i n g  l e v e l s  i s  t h r o u g h  a n  a l l o s t e r l c  m o d i f i c a ­

t i o n  o f  t h e  r e c e p t o r  p r o t e i n  ( o r  a n  a s s o c i a t e d  p r o t e i n )  

r a t h e r  t h a n  t h r o u g h  c o v a l e n t  m o d i f i c a t i o n .  T h e  u s e  o f  r a d i ­

o l a b e l l e d  c y c l i c  n u c l e o t i d e s  a n d  3 2 P - A T P  c o u l d  b e  h e l p f u l  i n  

f u r t h e r  e x p l o r i n g  t h i s  p r o b l e m .  D u a l  l a b e l l i n g  a  c y t o s o l i c  

p r e p a r a t i o n  w i t h  3 H - E 2  a n d  e i t h e r  l a b e l l e d  cNMP o r  3 2 P - A T P  

a n d  s e p a r a t i o n  o f  c y t o s o l i c  p r o t e i n s  b y  s o m e  m e t h o d  s u c h  a s



I s o e l e c t r i c  f o c u s s i n g  s h o u l d  p r o v i d e  I n f o r m a t i o n  on  w h e t h e r  

t h e  r e c e p t o r  p r o t e i n  ( o r  a s s o c i a t e d  p r o t e i n )  I s  d i r e c t l y  o r  

i n d i r e c t l y  m o d i f i e d  a n d  w h e t h e r  t h i s  m o d i f i c a t i o n  I s  t h r o u g h  

a p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n  o r  t h r o u g h  a n  a l i o s t e r l c  c h a n g e .
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c e r  C y t o s o l s .  S t e r o i d s  3 5 ;  2 5 6 5 - 2 5 7 2

A u r l c c h l o  F ,  M l g l i a c c l o  A,  R o t a n d l  A 1981  I n a c t i v a t i o n  o f  

O e s t r o g e n  R e c e p t o r  I N  VITRO by  N u c l e a r  D e p h o s p h o r y l a t i o n .  

B l o c h e m  J .  1 9 4 :  5 6 9 - 7 4

A u r l c c h l o  F ,  M l g l i a c c l o  A,  C a s t o r l a  G,  L a s t o r l a  S ,  R o t a n d l  A 

1 9 8 2  E v i d e n c e  t h a t  I N VIVO E s t r a d i o l  R e c e p t o r  T r a n s l o c a t e d  

i n t o  t h e  N u c l e u s  I s  D e p h o s p h o r y l a t e d  a n d  R e l e a s e d  I n t o  t h e  

C y t o p l a s m .  B l o c h e m  B l o p h y s  R e s  Commun.  1 0 6 : 1 4 9 - 1 5 7

B a l l l y  A,  L e f e u r e  B ,  S a v o u r e t  J F , M l l g r o m  E 1 9 8 0  A c t i v a ­

t i o n  a n d  C h a n g e  I n  S e d i m e n t a t i o n  P r o p e r t i e s  o f  S t e r o i d  

R e c e p t o r s .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 5 5 :  2 7 2 9 - 2 7 3 6

B a k e r  ME,  V a u g h n  DA,  F a n e s t l l  DD 1 9 7 8  I n h i b i t i o n  b y  p r o ­

t e a s e  I n h i b i t o r s  o f  B i n d i n g  o f  A d r e n a l  a n d  S e x  S t e r o i d  H o r ­

m o n e s .  J .  S u p r a m o l .  S t r u c t .  9 :  4 2 1 - 4 2 6

B a u l l e u  E E ,  M o r t e l  R,  R o b e l  P 1 9 8 0  E s t r o g e n  a n d  P r o g e s t e r ­

o n e  R e c e p t o r s  I n  N o r m a l  a n d  P a t h o l o g i c a l  Hu ma n  E n d o m e t r i u m .

F r o m T h e  E n d o m e t r i u m  P g s -  8 5 - 1 0 4



1 6 3 .

B a x t e r  J D ,  F u n d e r  JW 1 9 7 9  H o r m o n e  R e c e p t o r s .  N

E n g  J  Med 3 0 1 : 1 1 4 9 - 1 1 6 1

B a y a r d  F ,  D a m l l a n o s  S ,  R u b e l  P ,  B a u l l e u  EE 1 9 7 8  C y t o ­

p l a s m i c  a n d  N u c l e a r  E s t r a d i o l  a n d  P r o g e s t e r o n e  R e c e p t o r s  I n  

Hu ma n  E n d o m e t r i u m .  J .  C l i n .  E n d o c r i n o l .  M e t a b .  4 6 ;  6 3 5 - 6 4 3

Beg  Z H , A l l m a n n  DW, G i b s o n  DM 1 9 7 3  M o d i f i c a t i o n  o f

3 - h y d r o x y -  3 - m e t h y l -  g l u t a r y l  C o e n z y m e  A R e d u c t a s e  A c t i v i t y  

w i t h  cAMP a n d  w i t h  P r o t e i n  F r a c t i o n s  o f  R a t  L i v e r  C y t o s o l .  

B l o c h e m  B l o p h y s  R e s  Commun .  5 4 : 1 3 6 2 - 1 3 6 9

B e l l  PA,  Mu n c k  A 1 9 7 3  S t e r o i d  B i n d i n g  P r o p e r t i e s  a n d  S t a ­

b i l i z a t i o n  o f  C y t o p l a s m i c  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r s  f r o m  R a t  

T h y m u s  C e l l s .  B l o c h e m .  J .  1 3 6 : 9 7 - 1 0 7

d o c t o r  AM, B a n d  P ,  G r o s s m a n  A 1 9 8 1  R e q u i r e m e n t  f o r  a n  

A c c e s s o r y  F a c t o r  f o r  b i n d i n g  3 H - E 2  t o  P r o t e i n  i n  t h e  C y t o s o l  

F r a c t i o n  o f  R a t  P a n c r e a s .  P r o c  N a t l  A c a d  S c i  7 8 :  5 6 4 8 - 5 6 5 1

B r a d f o r d  MM 1 9 7 6  A R a p i d  a n d  S e n s i t i v e  M e t h o d  f o r  t h e  

Q u a n t i t a t i o n  o f  M i c r o g r a m  Q u a n t i t i e s  o f  P r o t e i n  U t i l i z i n g  

t h e  P r i n c i p l e  o f  P r o t e i n  Dye  B i n d i n g .  A n a l  B l o c h e m .

7 2 :  2 4 8 - 2 5 4

B r a n d  I A ,  S u l i n g  HD 1 9 7 5  A c t i v a t i o n  a n d  I n a c t i v a t i o n  o f  

R a t  L i v e r  PFK by P h o s p h o r y 1 a t i o n - D e p h o s p h o r y 1 a t i o n . F e b

L e t t s .  L e t t .  5 7 : 1 6 3 - 1 6 8



1 6 4 .

B u r t o n  K 1 9 5 6  A S t u d y  o f  t h e  C o n d i t i o n s  a n d  M e c h a n i s m  o f  

t h e  D l p h e n y l a m l n e  R e a c t i o n  f o r  t h e  C o l o r i m e t r i c  D e t e r m i n a ­

t i o n  o f  DNA.  B l o c h e m .  J .  6 2 :  3 1 5 - 3 2 3

C a r l s o n  CA,  K l i m  KH 1 9 7 3  R e g u l a t i o n  o f  H e p a t i c  A c e t y l

CO-A C a r b o x y l a s e  by P h o s p h o r y l a t i o n  a n d  D e p h o s p h o r y l a t i o n .

J .  B i o l .  Ch e m.  2 4 8 :  3 7 8 - 3 8 0

C a t t  K J ,  D u f a u  ML. 1 9 7 7  P e p t i d e  H o r m o n e  R e c e p t o r s .  A n n .

R e v .  P h y s i o .  3 9 :  5 2 9 - 5 5 7

C h a n  L ,  O ' M a l l e y  BW 1 9 7 6  M e c h a n i s m  o f  A c t i o n  o f  S e x  S t e r ­

o i d  H o r m o n e s .  N Eng  J  Med 2 9 4 :  1 3 7 2 : 1 3 8 1

C h e n  T J ,  M a c D o n a l d  R G , L e a v i t t  WW 1 9 8 1  U t e r i n e  P r o g e s t e r ­

o n e  R e c e p t o r :  S t a b i l i z a t i o n  a n d  P h y s i o c h e t n l c a 1 A l t e r a t i o n s

P r o d u c e d  by  S o d i u m  M o l y b d a t e .  B l o c h e m .  2 0 :  3 4 0 5 - 3 4 1 0

C h o - C h u n g  YS , C l a i r  T ,  B o d w i n  J S , B e r g h o f f e r  B 1981  

G r o w t h  A r r e s t  a n d  M o r p h o l o g i c a l  C h a n g e  o f  Huma n  B r e a s t  C a n ­

c e r  C e l l s  by  D i b u t y r a l  C y c l i c  AMP a n d  L - A r g i n l n e .  S c i e n c e  

2 1 4 : 7 7 - 7 9

C h o - C h u n g  Y,  C l a i r  T ,  S h e p h e a r d  C,  B e r g h o f f e r  B 1 9 8 3

A r r e s t  o f  H o r m o n a l - d e p e n d e n t  Ma mma r y  C a n c e r  G r o w t h  IN VIVO 

a n d  IN VITRO by  C h o l e r a  T o x i n .  C a n c e r  R e s .  4 3 :  1 4 7 3 - 1 4 7 6

C h r i s t o f a l o  V J ,  W a l l a c e  J M , R o s n e r  BA 1 9 7 9  I n  C o l d  S p r i n g

H a r b o r  C o n f e r e n c e  o n  C e L l  P r o l i f e r a t i o n .  e d .  G.  S a t o  a n d  R.
R o s s  V o l .  6 B P g s .  8 7 5 - 8 8 2



1 6 5 .

C l d l o w s k i  J A,  M u l d o o n  TG 1 9 7 4  E s t r o g e n i c  R e g u l a t i o n  o f

C y t o p l a s m i c  P o p u l a t i o n  I n  E s t r o g e n  R e s p o n s i v e  T i s s u e s  o f  t h e  

R a t .  E n d o c r i n o l .  9 5 : 1 6 2 1 - 1 6 2 7

C l d l o w s k i  J A , M i c h a e l s  GA 1 9 7 7  A l t e r a t i o n  i n  G l u c o c o r t i ­

c o i d  B i n d i n g  S i t e  N u m b e r  D u r i n g  t h e  C e l l  C y c l e  i n  HELA

C e l l s .  N a t u r e  2 6 6 :  6 4 3 - 6 4 5

C l a r k  J H , H a r d i n  J W, U p c h u r c h  S ,  E r i k s o n  H 1 9 7 8  H e t e r o ­

g e n e i t y  o f  E s t r o g e n  B i n d i n g  S i t e s  i n  t h e  C y t o s o l  o f  R a t

U t e r u s .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 5 3 :  7 6 3 0 - 7 6 3 4

C o h e n  S,  C a r p e n t e r  G,  K i n g  J r .  L 1 9 8 0  EGF R e c e p t o r  P r o t e i n

K i n a s e  I n t e r a c t i o n s :  C o - p u r  1 f l e a 1 1 on  o f  R e c e p t o r  a n d  EGF

E n h a n c e d  P h o s p h o r y l a t i o n  A c t i v i t y .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 5 5 :  

4 8 3 4 - 4 8 4 2

C o n c o l l n o  G,  D i S l l v e r o  F ,  M a c r o c c h l  A,  B r a c c l  V 1 9 7 9  R e n a l  

C a n c e r  S t e r o i d  R e c e p t o r s :  B i o c h e m i c a l  B a s i s  f o r  E n d o c r i n e

T h e r a p y .  E u r .  U r o l .  5 :  9 0 - 9 3

C o r b i n  J D , R e i m a n n  EM,  W a l s h  DA,  K r e b s  EG 1 9 7 0  A c t i v a t i o n  

o f  A d i p o s e  T i s s u e  L i p a s e  by  S k e l e t a l  M u s c l e  c A M P - s t i r a u l a t e d  

P r o t e i n  K i n a s e .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 4 5 :  4 8 4 9 - 4 8 5 1

C o s t e l l o  MA, S h e r m a n  MR 1 9 8 0  M o d i f i c a t i o n  o f  M o u s e  Mam­

m a r y  T u mo r  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r  F o r m s  b y  R i b o n u c l e a s e

T r e a t m e n t .  6 2 n d  A n n u a l  M e e t i n g  o f  T h e  E n d o c r i n e  S o c i e t y  

# 3 9 9



1 6 6 .

D a n s f o r t h  D,  Do R ,  T a m a r a k i n  C 1 9 8 2  6 3 r d  A n n u a l  M e e t i n g  o f  

t h e  E n d o c r i n e  S o c i e t y  # 9 9 1

D a x e n b i c h l e r  G,  G r i l l  H J  , G e l x  W, W i t t l i f f  J L  , D a p u n t  0 

1 9 8 0  I n  S t e r o i d  R e c e p t o r s  a n d  H o r m o n e  D e p e n d e n t  N e o p l a s i a  

e d .  J . L .  W i t l l f f  a n d  0 .  D a p u n t  P g s .  5 9 - 6 7

D o u g h e r t y  J J ,  P u r i  PK,  T o f t  DD 1 9 8 2  P h o s p h o r y l a t i o n  IN 

VIVO o f  C h i c k e n  O v i d u c t  P r o g e s t e r o n e  R e c e p t o r .  J .  B i o l .

Ch e m.  2 5 7 :  1 4 2 2 6 - 1 4 2 3 0

Ekma n  P ,  S n o c h o w s k l  M,  Z e t t e r b e r g  A,  H o g b e r g  8 , G u s t a f s s o n  

JA 1 9 7 9  S t e r o i d  R e c e p t o r  C o n t e n t  i n  Hu ma n  P r o s t a t l c  C a r c i ­

noma  a n d  R e s p o n s e  t o  E n d o c r i n e  T h e r a p y .  C a n c e r  4 4 : 1 1 7 3 - 1 1 8 1

E r l k s o n  E ,  E r l k s o n  RL 1 9 8 0  I d e n t i f i c a t i o n  o f  a C e l l u l a r  

p r o t e i n  S u b s t r a t e  P h o s p h o r y l a t e d  by t h e  A v i a n  S a r c o m a

V i r u s - T r a n s f o r m i n g  G e n e  P r o d u c t  C e l l .  2 1 :  8 2 9 - 8 3 5

F a s y  TM , I n o v e  A,  J o h n s o n  EM,  A l l f r e y  VG 1 9 7 9  P h o s p h o r y ­

l a t i o n  o f  HI  a n d  H5 b y  cAMP D e p e n d e n t  P r o t e i n  K i n a s e  R e d u c e s  

DNA B i n d i n g .  B l o c h e m  B i o p h y s  A c t a  5 6 4 3 2 2 - 3 3 4

F i n n  Ca , P o r t e r  DF 1 9 7 5  I n :  T h e  U t e r u B  V o l .  1 P g s .

2 7 - 4  1

F i s c h e r  EH,  K r e b s  EG 1 9 5 5  C o n v e r s i o n  o f  P h o s p h o r y l a s e  B 

t o  P h o s p h o r y l a s e  A i n  M u s c l e  E x t r a c t s .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 1 6 :  

1 2 1 - 1 3 2



1 6 7 .

F l a n d r o y  L,  G a r l a n d  P 1 9 8 2  O e s t r o g e n - I n d u c e d  I n c r e a s e  i n  

U t e r i n e  cGMP C o n t e n t  IN VI TRO:  E f f e c t s  o f  I n h i b i t i o n  o f  P r o ­

t e i n  a n d  RNA S y n t h e s i s .  Mo l  C e l l .  E n d o c r i n o l .  2 5 :  4 9 - 5 8

F l e m i n g  H,  G u r p l d e  E 1 9 8 1  R a p i d  F l u c t u a t i o n s  I n  t h e  L e v e l  

o f  S p e c i f i c  E s t r a d i o l  B i n d i n g  S i t e s  i n  E n d o m e t r i a l  C e l l s  i n  

C u l t u r e .  E n d o c r i n o l .  1 0 8 :  1 7 4 4 - 1 7 5 0

F r i d m a n  0 ,  F l e m i n g  H,  G u r p i d e  E 1 9 8 2  V a r i a b i l i t y  o f  L e v e l s  

o f  S p e c i f i c  E s t r o g e n  B i n d i n g  i n  a  Huma n  E n d o m e t r i a l  A d e n o ­

c a r c i n o m a  C e l l  L i n e .  J .  S t e r o i d  B l o c h e m .  1 6 :  6 0 7 - 6 1 2

F r i e d m a n  DL,  L a r n e r  J  1 9 6 2  I n t e r c o n v e r s i o n  o f  t w o  F o r m s  

o f  M u s c l e  U D P G - a - g l u c a n t r a n s f e r a s e  b y  a P h o s p h o r y l a t i o n -  

D e p h o s p h o r y l a t i o n  R e a c t i o n  S e q u e n c e .  B l o c h e m  B i o p h y s  A c t a

6 4 :  1 8 5 - 1 8 6

F r i e d m a n  DL,  J o h n s o n  RA,  Z e l l l g  CE 1 9 7 6  T h e  r o l e  o f  

C y c l i c  N u c l e o t i d e s  i n  t h e  C e l l  C y c l e .  A d v .  C y c .  N u c . R e s .

7 :  6 9 - 1 1 4

G a u b e r t  CM, T r e m b l a y  RR,  D u b e  JY 1 9 8 0  E f f e c t  o f  S o d i u m  

M o l y b d a t e  o n  C y t o s o l i c  A n d r o g e n  R e c e p t o r s  i n  R a t  P r o s t a t e .

J .  S t e r o i d  B l o c h e m .  1 3 : 9 3 1 - 9 3 7

G e r s h e y  EL ,  V l d a l i  G,  A l f r e y  V 1 9 6 6  C h e m i c a l  S t u d i e s  o f  

H l s t o n e  A c e t y l a t i o n .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 4 3 :  5 0 1 8 - 5 0 2 2

G i l e s  KW, M y e r s  A 1 9 6 5  An I m p r o v e d  D1 p h e n y 1 a m i n e  M e t h o d  
f o r  t h e  E s t i m a t i o n  o f  DNA.  N a t u r e  2 0 6 :  9 3



1 6 8 .
G o l d b e r g  ND,  H a d d o x  MK, Du n h a m E,  L o p e z  C,  H a d d o x  JW 1 9 7 4  

I n  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  C o n f e r e n c e  o n  C e l l  P r o l i f e r a t i o n  e d .

B.  C l a r k s o n  a n d  R.  B a s e r g a  V o l .  F P g s .  6 0 9 - 6 2 5

G o l d b e r g  ND, H a d d o x  MK 1 9 7 7  C y c l i c  GMP M e t a b o l i s m  a n d

I n v o l v e m e n t  i n  B i o l o g i c a l  R e g u l a t i o n .  A n n .  R e v .  B l o c h e m .

4 6 :  8 2 3 - 8 9 6

G o l d s t e i n  A,  A r o n o w  L ,  K a l m a n  SM 1 9 7 4  I n  P r i n c i p l e s  o f  

D r u g  A c t i o n :  T h e  B a s i s  o f  P h a r m a c o l o g y  2 n d  E d .  P g s .  8 2 - 8 8

G o r e c k a  A,  A s k o y  MO H a r t s h o r n e  DJ  1 9 7 6  T h e  E f f e c t  o f

P h o s p h o r y l a t i o n  o f  G i z a r d  M y o s i n  o n  A c t i n  A c t i v a t i o n .  B i o -  

c h e m  B l o p h y s  R e s  Comm 7 1 : 3 2 5 - 3 3 1

G o r s k l  J ,  S a r f f  M.  C l a r k  J  1971  T h e  R e g u l a t i o n  o f  U t e r i n e  

C o n c e n t r a t i o n  o f  E s t r o g e n  B i n d i n g  P r o t e i n s .  A d v .  B i o .  7 :

5 - 1 4

G r a n b e r g  J P , B a l l a r d  PL 1 9 7 4  T h e  r o l e  o f  S u l f y d r a l  G r o u p s  

i n  t h e  B i n d i n g  o f  G l u c o c o r t i c o i d s  by  C y t o p l a s m i c  R e c e p t o r  o f  

L u n g  a n d  O t h e r  M a m m a l i a n  T i s s u e s .  E n d o c r i n o l .  1 0 0 :

1 1 6 0 - 1 1 6 8

G r i p p o  J F  , P r a t t  WB 1 9 8 3  E v i d e n c e  t h a t  t h e  E n d o g e n o u s  

H e a t -  S t a b l e  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r  A c t i v a t i n g  F a c t o r  i s  

T h i o r e d o x i n  . A b s t r a c t s  o f  t h e  J .  S t e r o i d  B l o c h e m .  M e e t ­

i n g s  # 1 2  5

G r o d y  WW, C o m p t o n  J G , S c h r a d e r  WTf O ' M a l l e y  BW 1 9 8 0  I n a c t i ­

v a t i o n  o f  C h i c k  P r o g e s t e r o n e  R e c e p t o r s  . J .  S t e r o i d  B i o -  
c h e m .  1 2 :  1 1 5 - 1 2 0



1 6 9 .
G r o d y  WWt S c h r a d e r  WT, O ' M a l l e y  WW 1 9 8 2  A c t i v a t i o n ,

T r a n s f o r m a t i o n  a n d  S u b u n i t  S t r u c t u r e  o f  S t e r o i d  H o r m o n e  

R e c e p t o r s .  E n d o c r i n o l .  R e v .  3 :  1 4 1 - 1 6 3

G u r p i d e  E,  W e l c h  M 1 9 6 9  D y n a m i c s  o f  U p t a k e  o f  E s t r o g e n  a n d

A n d r o g e n s  by  Huma n  E n d o m e t r i u m .  J .  B i o l .  C h e m.  2 4 4 :  

5 1 5 9 - 5 1 6 9

H a w k i n s  E F ,  L i e s k o v s k y  G,  M a r k l a n d  F J  J r .  1 9 8 1  M o l y b d a t e  

a n d  t h e  M e a s u r e m e n t  o f  A n d r o g e n  R e c e p t o r s  i n  P r o s t a t e  C a n ­

c e r .  J .  C l i n .  E n d o c r i n o l .  M e t a b .  5 3 :  4 5 6 - 4 5 8

H a z a t o  T,  M u r a y a m a  A 1 9 8 1  P r o t e c t i o n  o f  S t e r o i d  H o r m o n e  

R e c e p t o r s  by P r o t e a s e  I n h i b i t o r s .  B l o c h e m  B l o p h y s  R e s  Com-  

m u n . 9 8 : 4 8  8 - 4 9 3

H i g g i n s  S J ,  G e h r l n g  V 1 9 7 8  M o l e c u l a r  M e c h a n i s m  o f  S t e r o i d

H o r m o n e  A c t i o n  A d v .  C a n c e r  R e s .  2 8  3 1 3 - 3 9 5

H o l l n k a  CF,  G u r p i d e  E 1981 H o r m o n e - r e l a t e d  E n z y m a t i c  

A c t i v i t i e s  I n  N o r m a l  a n d  C a n c e r  C e l l s  o f  Huma n  E n d o m e t r i u m .

J .  S t e r o i d  B l o c h e m .  1 5 :  1 8 3 - 1 9 2

H o r e c k e r  BL,  P o n t r o m d l  S ,  T r a n l e l l o i  S ,  N a k a s h l m o  K,  R o s e n ­

b e r g  J  1 9 7 3  I n  M e t a b o l i c  I n t e r c o n v e r s i o n  o f  E n z y m e s  p g s .  

2 7 1 - 2 8 4

H o r w i t z  KB,  M c G u i r e  WL, P e a r s o n  OH,  S e g a l o f f  A 1 9 7 5  P r e ­
d i c t i n g  R e s p o n s e  t o  E n d o c r i n e  T h e r a p y  i n  Human  B r e a s t  C a n ­

c e r :  A H y p o t h e s i s .  S c i e n c e  1 8 9 :  7 2 6 - 7 2 7



1 7 0 .

H o r w l t z  KB,  M c G u i r e  WL 1 9 7 8  A c t l n o m y c l n  D P r e v e n t s  N u c l e a r  

P r o c e s s i n g  o f  t h e  E s t r o g e n  R e c e p t o r  J .  B i o l .  C h e m.

2 2 5 3 : 6 3 1 9 - 6 3 2 2

H o r w l t z  KB 1981  I s  a  F u n c t i o n a l  E s t r o g e n  R e c e p t o r  A l w a y s  

R e q u i r e d  f o r  P r o g e s t e r o n e  R e c e p t o r  I n d u c t i o n  I n  B r e a s t  C a n ­

c e r ?  J .  S t e r o i d  B l o c h e m .  1 5 :  2 0 9 - 2 1 7

H o r w l t z  KB,  M o l k u s  MB,  L e s s e y  BA 1 9 8 2  V a r i a n t  T47D Huma n  

B r e a s t  C a n c e r  C e l l s  w i t h  H i g h  P r o g e s t e r o n e  R e c e p t o r  L e v e l s  

D e s p i t e  E s t r o g e n  a n d  A n t i e s t r o g e n  R e s i s t a n c e .  C e l l

2 8 : 6 3 3 - 6 4 2

H o u s l e y  PR,  D a h m e r ,  P r a t t  WB 1 9 8 2  I n a c t i v a t i o n  o f  G l u c o ­

c o r t i c o i d  B i n d i n g  C a p a c i t y  by  P r o t e i n  P h o s p h a t a s e s  i n  t h e

P r e s e n c e  o f  M o l y b d a t e  a n d  C o m p l e t e  R e a c t i v a t i o n  b y  D l t h l o t h -  

r e l t o l .  J .  B i o l .  C h e m.  2 5 7 : 8 6 1 5 - 8 6 1 8

H o u s l e y  P R,  P r a t t  WB 1 9 8 3  D i r e c t  D e m o n s t r a t i o n  o f  G l u c o ­

c o r t i c o i d  R e c e p t o r  P h o s p h o r y l a t i o n  by I n t a c t  L - C e l l s .  J .

B i o l .  Ch e m.  2 5 8 : 4 6 3 0 - 4  63 5

H u b b a r d  J ,  K a l l t n l  M 1 9 8 2  S y n e r g i s t i c  E f f e c t  o f  M o l y b d a t e  

P l u s  D 1 t h 1 o t h r e 1 t o I  o n  S t a b i l i z a t i o n ,  R e a c t i v a t i o n  a n d  P a r ­

t i a l  P u r i f i c a t i o n  o f  t h e  K i d n e y  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r .  J .

B i o l .  Ch e m.  2 5 7 : 1 4 2 6 3 - 1 4 2 7 0

Hwang P L ,  R y a n  R J  1981  T u n g s t a t e  S t i m u l a t e s  A d e n y l a t e  C y c ­

l a s e .  E n d o c r i n o l .  1 0 8 : 4 3 5 - 4 3 9



1 7 T .
l a c o b e l l i  S ,  M a r c h e t t l  E,  N a t o l i  V, S c a m b l a  G,  K a y e  AM 1981  

S t e r o i d  I n d u c e d  P r o t e i n s  I n  Hu ma n  E n d o m e t r i u m .  M o l .  & C e l l .  

E n d o c r i n o l .  2 3 :  3 2 1 - 3 3 1

J a n n e  0 ,  K o n t u l a  K,  L u u k a l n e n  T ,  V i h k o  R 1 9 7 5  O e s t r o g e n -  

I n d u c e d  P r o g e s t e r o n e  R e c e p t o r  I n  Huma n  U t e r u s .  J .  S t e r ­

o i d  B l o c h e m .  6 : 5 0 1 - 5 0 9

J a n n e  0 ,  K a u p p l l a  A,  K o n t u l a  K,  S y r j a l a  P ,  V i e r l k k o  P ,  V i h k o  

P 1 9 8 0  F e m a l e  S e x  S t e r o i d  R e c e p t o r s  I n  Huma n  E n d o m e t r i a l  

H y p e r p l a s i a  a n d  C a r c i n o m a .  I n  W l t l l f f  J L ,  D u p o n t  C ( e d s . ) :  

" S t e r o i d  R e c e p t o r s  a n d  H o r m o n e  D e p e n d e n t  N e o p l a s i a .  Pg 37

J e n s e n  EV,  D e s o m b r e  ER 1 9 7 3  E s t r o g e n  R e c e p t o r  A c t i v a t i o n .  

S c i e n c e  1 8 2 :  1 2 6 - 1 3 5

Ka h n  CR 1 9 7 6  M e m b r a n e  R e c e p t o r s  f o r  H o r m o n e  a n d  N e u r o t r a n ­

s m i t t e r s .  J .  C e l l .  B i o .  7 0 :  2 6 1 - 2 8 6

K a s u g a  M, Z l c k  Y,  B l i t h e  DL,  C r e t t r e  M, K a h n  CR 1 9 8 2  I n s u ­

l i n  S t i m u l a t e s  T y r o s i n e  P h o s p h o r y l a t i o n  b y  t h e  I n s u l i n  

R e c e p t o r  i n  a  C e l l  F r e e  S y s t e m .  N a t u r e  2 9 8 : 6 6 7 - 6 6 9

K a t z e n e 1 l e n b o g e n  B S ,  G o r s k i  J  1 9 7 4  E s t r o g e n  A c t i o n  o n  t h e  

S y n t h e s i s  o f  M a c r o m o l e c u l e s  I n  T a r g e t  C e l l s .  B l o c h e m .

A c t .  H o r m .  3 : 1 8 7 - 2 4 1

K a t z e n e 1 1 e n b o g e n  BS.  L a n  N L , R u t l e d g e  SK 1 9 8 0  E s t r o g e n

R e c e p t o r  o f  Hu ma n  E n d o m e t r i u m .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  N u c l e a r  

a n d  C y t o p l a s m i c  S i t e s .  J .  S t e r o i d  B l o c h e m .  1 3 :  1 1 3 - 1 2 2



1 7 2 .

K i n g  RJ B , G o r d o n  J ,  M a r x  J ,  S t e g g l e s  AW 1971  L o c a l i z a t i o n

a n d  N a t u r e  o f  S e x  S t e r o i d  R e c e p t o r s  W i t h i n  t h e  C e l l .  I n :  

B a s i c  A c t i o n  o f  S e x  S t e r o i d s  o n  T a r g e t  O r g a n s .  P g .  21

K r a w l e t z  W, Downs  J r .  RW, S p i e g e l  AM, A u r b a c h  GD 1 9 8 2  

V a n a d a t e  S t i m u l a t e s  A d e n y l a t e  C y c l a s e  v i a  t h e  G u a n i n e

N u c l e o t i d e  R e g u l a t o r y  P r o t e i n  by a  M e c h a n i s m  D i f f e r i n g  f r o m  

t h a t  o f  F l u o r i d e  B l o c h e m .  P h a r m .  3 1 : 8 4 3 - 8 4 8

K r e b s  EG,  G r a v e s  O J ,  F i s c h e r  EH 1 9 5 9  F a c t o r s  A f f e c t i n g  t h e

A c t i v i t y  o f  M u s c l e  P h o s p h o r y l a s e  b K i n a s e .  J .  B i o l .  C h e m.

2 3 4 :  2 8 6 7 - 2 8 7 3

K r e b s  EG,  B e a v o  JA 1 9 7 9  P h o s p h o r y l a t i o n  D e p h o s p h o r y 1 a t l o n  

o f  E n z y m e s .  A n n .  R e v .  B l o c h e m .  4 8 : 9 2 3 - 9 5 9

K u e h l  FA,  Ham EA,  Z a n e t t l  ME,  S a n f o r d  CH,  N l c o l  S E ,  G o l d b e r g  

ND 1 9 7 4  E s t r o g e n  R e l a t e d  I n c r e a s e s  I n  U t e r i n e  cGMP L e v e l s  

P r o c .  N a t ' l  A c a d .  Sc 1 . 7 1 : 1 8 6 6 - 1 8 7 0

K u r a m t o  H,  T a m u r a  S ,  N o t a k e  Y 1 9 7 2  E s t a b l i s h m e n t  o f  a  C e l l  

L i n e  o f  Hu ma n  E n d o m e t r i a l  A d e n o c a r c i n o m a  I N VI TRO.  A u e r .

J .  Ob .  Gyn 1 1 4 : 1 0 1 2 - 1 0 1 9

L a n g m a n  TA 1 9 6 8  H l s t o n e  P h o s p h o r y l a t i o n :  S t i m u l a t i o n  b y

cAMP.  S c i e n c e  1 6 2 : 5 7 9 - 5 8 4

L a r n e r  J ,  S m i t h  CH,  R o s e n k r a n z  AM, M i l l e r  J r .  T B ,  H u a n s  L C , 

V l l f e r - P a l s a i  C ,  R e b h u m  L 1 9 7 3  I n  M e t a b o l i c  I n t e r c o n v e r -  

s l o n s  o f  E n z y m e s  P g s .  6 3 - 7 3



1 7 3 .

L e a c h  KL,  D a h n e r  MK, Hammond ND,  S a n d o  J J ,  P r a t t  WB 1 9 7 9  

M o l y b d a t e  I n h i b i t i o n  o f  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r  I n a c t i v a t i o n  

a n d  T r a n s f o r m a t i o n .  J .  B i o l .  Chem.  2 5 3 : 1 1 8 8 4 - 1 1 8 9 0

L e a c h  KL,  D a h m e r  MK, P r a t t  WB 1 9 8 3  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r  

S t a b i l i z a t i o n :  R e l a t i v e  E f f e c t s  o f  M o l y b d a t e  I o n  o n  I n a c t i ­

v a t i o n  by A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e  a n d  P h o s p h o 1 1 p a s e  A 2 . J .  

S t e r o i d  B l o c h e m .  1 8 : 1 0 5 —107

L e C l e r c q  G,  D e u l e e s c h b o u w e r  N,  L e g r o a  N,  H e u s o n  JC 1 9 8 0  

E s t r o g e n -  l i n k e d  C y t o t o x i c  A g e n t s  o f  P o t e n t i a l  V a l u e  f o r  t h e  

T r e a t m e n t  o f  B r e a s t  C a n c e r .  I n :  H o r m o n e s  a n d  C a n c e r  E d .  S .

L e v y  C,  R o b e l  P ,  G a u t r a y  J N , D e b r u x  J ,  V e r n a  U,  D e c o r p s  B,  

B a u l l e u  EE 1 9 8 0  E s t r a d i o l  a n d  P r o g e s t e r o n e  R e c e p t o r s  i n

Human E n d o m e t r i u m :  N o r m a l  a n d  A b n o r m a l  M e n s t r u a l  C y c l e s  a n d

E a r l y  P r e g a n c y .  A m e r .  J .  O b s t e t  G y n e c o l  1 3 6 :  6 4 6 - 6 5 1

L l n q u l s t  RN, Lyn. i  J r .  J L ,  L l e n h o r n e  GE 1 9 7 3  P o s s i b l e  

T r a n s i t i o n  S t a t e  A n a l o g s  f o r  R i b o n u c l e a s e . T h e  C o m p l e x e s  o f  

Ur  I d  1 n e - o x o v a n d l u m  ( I V )  I o n  a n d  V a n d l u m  ( V )  I o n  J .

A me r .  Che m.  Chem.  S o c .

L i n c o l n  TM, F l o c k h a r t  DA,  C o r b i n  JD 1 9 7 8  S t u d i e s  on  t h e

S t r u c t u r e  a n d  M e c h a n i s m  o f  A c t i v a t i o n  o f  t h e  G u a n o s l n e  3 ' : 5 '  

M o n o p h o s p h a t e -  d e p e n d e n t  P r o t e i n  K i n a s e *  J .  B i o l .  Che m.

2 5 3 :  6 0 0 2 - 6 0 0 9

L l p p m a n  M 1 9 8 2  C l i n i c a l  I m p l i c a t i o n s  o f  G l u c o c o r t i c o i d

R e c e p t o r s  I n  Human L e u k e m i a .  A me r .  J .  P h y s i o .  2 4 3 :  E 1 0 3 —108



L j u n g s t r o m  0 ,  H j e l m q u i t  G,  E a g s t r o r a  L 1 9 7 7  P h o s p h o r y l a t i o n  

o f  P u r i f i e d  H a t  L i v e r  K i n a s e  by  cAMP S t i m u l a t e d  P r o t e i n  

K i n a s e .  B l o c h e m  B l o p h y s  A c t a  3 5 8 : 2 8 9 - 2 9 8

M a c D o n a l d  R G , O k u l l c z  WC, L e a v i t t  WW 1 9 8 2  P r o g e s t e r o n e  

I n d u c e d  I n a c t i v a t i o n  o f  N u c l e a r  E s t r o g e n  R e c e p t o r  i n  t h e  

H a m s t e r  U t e r u s  i s  M e d i a t e d  b y  A c i d  P h o s p h a t a s e .  B l o ­

c h e m  B l o p h y s  R e s  Comm 1 0 4 : 5 7 0 - 5 7 6

M a r v e r  D 1 9 8 0  A l d o s t e r o n e  R e c e p t o r  i n  R a b b i t  R e n a l  C o r t e x  

a n d  Re d  M e d u l l a .  E n d o c r i n o l .  1 0 6 : 6 1 1 - 6 1 8

May FEB,  W e s t l e y  BR 1 9 8 2  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r  o f  X.  

L a e v t s : P o s s i b l e  E f f e c t s  o f  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  H o r m o n e

B i n d i n g  M o l .  C e l l .  E n d o c r i n o l .  2 6 : 1 0 3 - 1 1 7

M e l n e r  MH, P u e t t  D 1 9 8 1  EGF a n d  cAMP D e p e n d e n t  P r o t e i n  

K i n a s e  A c t i v i t i e s  I n  M u r i n e  L e y d i g  T u m o r  M e m b r a n e s .  6 3 r d  

A n n u a l  M e e t i n g  o f  t h e  E n d o c r i n e  S o c i e t y  #64A

M a s t e r  J ,  B a u l l e u  EE 1 9 7 5  D y n a m i c s  o f  E s t r o g e n  R e c e p t o r  

D i s t r i b u t i o n  B e t w e e n  t h e  C y t o s o l  a n d  N u c l e a r  F r a c t i o n s  o f  

I m m a t u r e  R a t  U t e r u s  A f t e r  O e s t r a d l o l  A d m i n i s t r a t i o n .  B l o ­

c h e m .  J .  1 4 6 : 6 1 7 - 6 2 3

M l g l i a c c l o  A,  A u r l c c h l o  F 1 9 8 1  H o r m o n e  B i n d i n g  o f  E s t r a -  

d l o l - 1 7 B  R e c e p t o r :  E v i d e n c e  f o r  i t s  R e g u l a t i o n  by C y t o ­

p l a s m i c  P h o s p h o r y l a t i o n  a n d  N u c l e a r  D e p h o s p h o r y l a t i o n :  P r e ­

v e n t i o n  o f  D e p h o s p h o r l a t 1 o n  by A n t i e s t r o g e n s  J .  S t e r ­
o i d  B l o c h e m .  1 9 8 1  1 5 : 3 6 9 - 3 7 3



175.
M l g l i a c c l o  A,  L a s t o r l a  S ,  M o n c h a r m a t  B ,  R o t a n d l  A,  A u r l c c h l o  

FA 1 9 8 3  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  C a l f  U t e r u s  1 7 B - E s t r a d  1 o 1 R e c e p ­

t o r  by  E n d o g e n o u s  C a + +  S t i m u l a t e d  K i n a s e  A c t i v a t i n g  t h e  H o r ­

mo n e  B i n d i n g  o f  t h e  R e c e p t o r .  B l o c h e m  B l o p h y s  R e s  C o n n u n ,

1 0 9 :  1 0 0 2 - 1 0 1 0

M l l g r o m  E ,  A t g a r  M, B a u l l e u  EE 1 9 7 3  S t u d i e s  o n  E s t r o g e n  

E n t r y  I n t o  U t e r i n e  C e l l s  a n d  o n  E s t r a d i o 1 - r e c e p t o r  C o m p l e x  

A t t a c h m e n t  t o  t h e  n u c l e u s .  I s  E n t r y  o f  E s t r o g e n  I n t o  U t e ­

r i n e  C e l l s  a  P r o t e i n  M e d i a t e d  P r o c e s s  ? B l o c h e m  B l o p h y s

A c t a  3 2 0 :  2 6 7 - 2 8 3

M l l g r o m  E 1 9 8 1  A c t i v a t i o n  o f  S t e r o i d  R e c e p t o r  C o m p l e x e s .  

B l o c h e m .  A c t .  H o r m .  8 : 4 6 5 - 4 9 2

M i l l e r  LK,  T u a z o n  F E B ,  N l u  EM S h e r m a n  MR 1 9 8 1  Huma n  

B r e a s t  T u m o r  E s t r o g e n  R e c e p t o r :  E f f e c t s  o f  M o l y b d a t e  a n d

E l e c t r o p h o r e t i c  A n a l y s i s .  E n d o c r i n o l .  1 0 8 : 1 3 6 9 - 1 3 7  8

M u l l e r  RE,  J o h n s t o n  T C ,  W o t l z  HH 1 9 7 9  B i n d i n g  o f  E s t r a d i o l  

t o  P u r i f i e d  U t e r i n e  P l a s m a  M e m b r a n e s .  J .  B t o l .  Chem.

1 2 5 4  : 7 8 9 5 - 7 9 0 0

Mu n c k  A,  B r i n c k - J o h n s e n  T 1 9 6 8  S p e c i f i c  a n d  N o n s p e c i f i c  

P h y s i o c h e m l c a l  I n t e r a c t i o n s  o f  G l u c o c o r t i c o i d s  a n d  R e l a t e d  

S t e r o i d  W i t h  R a t  T h y m u s  C e l l s  IN VI TRO.  J .  B i o l .  Ch e m.

243 : 5 5 5 6 - 5 5 6 5



1 7 6 .

M c G u i r e  WL, D e L a G a r z a  M 1 9 7 3  I m p r o v e d  S e n s i t i v i t y  i n  t h e  

M e a s u r e m e n t  o f  E s t r o g e n  R e c e p t o r  I n  Huma n  B r e a s t  C a n c e r  J .

C l i n .  E n d o c r i n o l .  M e t a b .  3 7 : 9 8 6 - 9 8 9

M c G u i r e  WL 1 9 8 0  S t e r o i d  H o r m o n e  R e c e p t o r s  i n  B r e a s t  C a n c e r  

T r e a t m e n t  S t r a t e g y .  R e c .  P r o g .  H o r m.  R e s .  3 6 :  1 3 5 - 1 5 6

( 1 9 8 0 )

M u r a d  F ,  M i t t a l  C,  A r n o l d  WP,  K a t s c k l  S ,  K i m u r a  H 1 9 7 8

G u a n y l a t e  C y c l a s e :  A c t i v a t i o n  by  A z i d e ,  N l t r o  C o m p o u n d s ,

N i t r i c  O x i d e  a n d  H y d r o x y l  R a d i c a l s  a n d  I n h i b i t e d  b y  H e m o g l o ­

b i n  a n d  M y o g l o b i n .  A d v .  C y c .  N u c .  R e s .  9 : 1 4 5 - 1 5 8

N a t o l i  L ,  S i c a  G,  N a t o l i  V, S e r r a  A,  I a c o b e l l l  S 1 9 8 3  Two

New E s t r o g e n  S u p e r s e n s i t i v e  V a r i a n t s  o f  MCF- 7  Huma n  B r e a s t  

C a n c e r  L i n e .  B r e a s t  C a n c e r  R e s .  T r e a t .  ( I N  P RE S S )

N e u r a t h  H,  W a l s h  KA 1 9 7 7  T h e  R o l e  o f  P r o t e a s e s  i n  P h y s i o l ­

o g i c a l  R e g u l a t i o n .  F e b  L e t t s .  4 7 ( A 6 ) : 1 - 1 4

N i e l s o n  C J ,  S a n d o  J J ,  P r a t t  WB 1 9 7 7  E v i d e n c e  t h a t  P h o s p h o ­

r y l a t i o n  I n a c t i v a t e s  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r s .  P r o c .  N a t ' l  

A c a d .  S c i .  7 4 :  1 3 9 8 - 1 4 0 2

N i e l s o n  C J ,  V o g e l  WM, P r a t t  WB 1 9 7 7 b  A c t i v a t i o n  o f  G l u c o ­

c o r t i c o i d  R e c e p t o r s  i n  C e l l - f r e e  P r e p a r a t i o n s  o f  R a t  L i v e r .  

C a n c e r  R e s .  3 7 : 3 4 2 0 - 3 4 2 6



1 7 7 .

Noma K., N o k a o  K,  S a t o  B ,  M l s h l z a w a  K,  Y a m a m u r a  Y 1 9 8 0  

E f f e c t  o f  M o l y b d a t e  o n  A c t i v a t i o n  a n d  S t a b i l i z a t i o n  o f  S t e r ­

o i d  R e c e p t o r s .  E n d o c r i n o l .  1 0 7 * 1 2 0 5 - 1 2 1 1

U o r i t o k u  WY, H o w a r d  EB,  B r i t t  J O ,  M a r k l a n d  J r .  FS 1 9 8 2  

E f f e c t  o f  M o l y b d a t e  o n  A n d r o g e n  R e c e p t o r  L e v e l s  i n  C a n i n e  

P r o s t a t e .  P r o s t .  3 : 6 1 1 - 6 1 4

N o t i d e s  AC,  H a m i l t o n  D E , R u d o l p h  JH 1 9 7 3  T h e  A c t i o n  o f

Hu ma n  P r o t e a s e  o n  t h e  E s t r o g e n  R e c e p t o r .  E n d o c r i n o l .

9 3 : 2 1 0 - 2 1 7

N n t l d e s  AC,  N i e l s o n  S 1 9 7 4  T h e  M o l e c u l a r  M e c h a n i s m  o f  t h e

I N VITRO 4S t o  5S T r a n s f o r m a t i o n  o f  t h e  U t e r i n e  R e c e p t o r .

J .  B i o l .  Ch e m.  2 4 9  1 8 6 6 - 1 8 7 4

N o t i d e s  AC,  H a m i l t o n  DE,  M u e c h l e r  EK 1 9 7 6  A M o l e c u l a r

A n a l y s i s  o f  t h e  Hu ma n  E s t r o g e n  R e c e p t o r .  J .  S t e r o i d  B l o ­

c h e m .  7 : 1 0 2 5 - 1 0 3 0

N o y e s  RW, H e r t l g  AT,  R o c k  J  1 9 5 0  D a t i n g  t h e  E n o d r a e t r i a l

S p e c i m e n  F e r t  S t e r l l  1 : 3 - 2 5

P a i g e n  K 1 9 5 8  P r o p e r t i e s  o f  P a r t i c u l a t e  P h o s p h o p r o t e i n  

P h o s p h a t a s e s .  J .  B i o l .  C h e m.  2 3 3 : 3 8 8 - 3 9 4

P a i k  WK, Kim S 1 9 8 0  i n  P r o t e i n  M e t h y l a t i o n  B i o c h e m i s t r y :

A S e r i e s  o f  M o n o g r a p h s  1 9 8 0  Vo l  I



1 7 8 .*

P a l m i t e r  RD 1 9 7 2  R e g u l a t i o n  o f  P r o t e i n  S y n t h e s i s  i n  t h e

C h i c k  O v i d u c t .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 4 7 : 6 7 7 0 —6 7 8 0

P a s t a n  I H ,  J o h n s o n  G S t A n d e r s o n  UB 1 9 7 5  R o l e  o f  C y c l i c  

N u c l e o t i d e s  i n  G r o w t h  C o n t r o l .  A n n .  R e v .  B l o c h e m .

4 4 : 4 9 1 - 5 2 2

P e a r s o n  OH,  W e s t  CD M c L e a n  J P ,  L i  MC, L i p s e t t  MB 1 9 5 5  

E n d o c r i n e  T r e a t m e n t  o f  M e t a s t i c  B r e a s t  C a n c e r .  A n n .  S u r g .

2 1 :  1 0 7 5 - 1 0 8 3

P e t t e r s s o n  K,  V a n h a r a n t a  R,  S o d e r h o l m  J ,  P o n n o n e n  R ,  L o u g r e n  

T 1 9 8 2  I n c r e a s e s  i n  E s t r o g e n  B i n d i n g  C a p a c i t y  o f  B r e a s t

C a n c e r  C y t o s o l s  F o l l o w i n g  L i m i t e d  P r o t e o l y s i s  w i t h  T r y p s i n  

J .  S t e r o i d  B l o c h e m .  1 6 : 3 6 9 - 3 7 2

P i e t r a s  R J ,  S z e g o  CM 1 9 7 7  S p e c i f i c  B i n d i n g  S i t e s  f o r  O e s t r o ­

g e n  a t  t h e  O u t e r  S u r f a c e  o f  I s o l a t e d  E n d o m e t r i a l  C e l l s .

N a t u r e  ( L o n d o n )  2 6 5 :  6 9 - 7 2

P i e t r a s  R J ,  S z e g o  CM 1 9 7 9  S p e c i f i c  B i n d i n g  S i t e s  f o r  O e s ­

t r o g e n  a t  t h e  C e l l  S u r f a c e  o f  I s o l a t e d  E n d o m e t r i a l  C e l l s .  

N a t u r e  2 6 5 : 6 9 - 7 2

P i e t r a s  R J ,  S z e r g o  CM 1 9 7 9  E s t r o g e n  R e c e p t o r s  i n  U t e r i n e  

P l a s m a  M e m b r a n e .  J .  S t e r o i d  B l o c h e m .  1 1 : 1 4 7 1 - 1 4 8 3

P r i n s  GS.  L e e  C 1 9 8 2  E f f e c t  o f  P r o t e a s e  I n h i b i t o r s  o n  

A n d r o g e n  R e c e p t o r  A n a l y s i s  i n  R a t  P r o s t a t e  C y t o s o l .  S t e r ­

o i d  4 0 : 3 0 0 5 - 3 0 1 5



P u c a  GA, N o l a  E ,  S i c a  V, B r e s c i a n i  F 1 9 7 7  E S t r o g e n  B i n d i n g

P r o t e i n s  o f  C a l f  U t e r u s :  M o l e c u l a r  a n d  F u n c t i o n a l  C h a r a c t e r ­

i z a t i o n  o f  R e c e p t o r  T r a n s f o r m i n g  F a c t o r :  a  Ca + +  A c t i v a t e d

P r o t e a s e .  J .  B i o l .  Chem.  2 5 2 :  1 3 5 8 - 1 3 6 5

P u c a  GA, N o l a  E,  S i c a  V, B r e s c i a n i  F 1 9 8 1  E s t r o g e n  B i n d ­

i n g  P r o t e i n  C a l f  U t e r u s .  P a r t i a l  P u r i f i c a t i o n  a n d  P r e l i m i ­

n a r y  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t wo  C y t o p l a s m i c  P r o t e i n s .  B l o -

ch e m 1 0 : 3 7 6 9 - 3 7 7 9

l l ann  RS,  C o n d o n  IM 1 9 7 6  R e g u l a t i o n  o f  P r o t e i n  S y n t h e s i s  I n  

R a b b i t  R e t i c u l o c y t e s  L y s a t e s :  P u r i f i c a t i o n  a n d  I n i t i a l  C h a r ­

a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  cAMP I n d e p e n d e n t  P r o t e i n  K i n a s e  o f  t h e  

Heme R e g u l a t e d  T r a n s i t i o n a l  I n h i b i t o r .  P r o c .  N a t ' l .  A c a d .  

Sc  1 . 7 3 : 4 3 4 9 - 4 3 5 3

R e e s  AM, B e l l  PA 1 9 7 5  The  I n v o l v r a e n t  o f  R e c e p t o r  S u l f h y -  

d r a l  G r o u p s  i n  t h e  B i n d i n g  o f  S t e r o i d s  t o  t h e  C y t o p l a s m i c  

G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r  f r o m  R a t  T h y m u s .  B i o c h e m  B l o p h y s  

A c t a  4 1 1 : 1 2 1 - 1 3 2

R i c h a r d s o n  GS,  M a c L a u g h l l n  DT 1 9 7 8  I n :  H o r m o n a l  B i o l o g y  o f  

E n d o m e t r i a l  C a n c e r .  P g s .  1 1 3 - 1 3 8

R l o u  J P ,  C l a u s  TH,  F l o c k h u t  DA,  C o r b i n  J D,  P l l k i s  S J  1 9 7 7  

IN VIVO a n d  IN VITRO P h o s p h o r y l a t i o n  o f  R a t  L i v e r  F r u c t o s e  

1 , 6  B i p h o s p h a t a s e . P r o c .  N a t ' l .  A c a d .  S c l .  7 4 : 4 6 1 5 - 4 6 1 9

R i c h a r d s  JM , S w l s l o c k i  W1 1 9 7 9  A c t i v a t i o n  o f  A d e n y l a t e  

C y c l a s e  b y  M o l y b d a t e .  J .  B i o l .  C h e m.  2 5 4 : 6 8 5 7 - 6 8 6 0



R o c h e 1 1 e - Eg 1y C,  C h o u r o u l i n k o u  I ,  C a s t a g n a  M 1 9 7 9  C y c l i c  

N u c l e o t i d e  L e v e l s  I n  R a t  E m b r y l  F i b r o b l a s t s  t r e a t e d  w i t h  

T u m o r  P r o m o t i n g  P h o r b o l  D i e s t e r .  J .  C y c . N u c .  R e s .  5 :  

3 8 5 - 3 9 5

R o s e n t h a l  HH 1 9 6 7  A G r a p h i c  M e c h a n i s m  f o r  t h e  D e t e r m i n a ­

t i o n  a n d  P r e s e n t a t i o n  o f  B i n d i n g  P a r a m e t e r s  i n  a  C o m p l e x  

S y s t e m .  A n a l .  B l o c h e m .  2 0 :  5 2 5 - 5 3 2

R o s s i n i  GP,  L i a o  S 1 9 8 2  I n t r a c e l l u l a r  I n a c t i v a t i o n  R e a c t i ­

v a t i o n  a n d  D y n a m i c  S t a t u s  o f  P r o s t a t e  A n d r o g e n  R e c e p t o r s .  

B l o c h e m .  J .  2 0 8 :  3 8 3 —3 9 2

S a n d o  J J ,  L a F o r e s t  AC,  P r a t t  WB 1 9 7 9  A T P - D e p e n d e n t  A c t i v a ­

t i o n  o f  L - C e l l  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r  t o  t h e  S t e r o i d  B i n d ­

i n g  F o r m .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 5 9 :  9 7 7 2 - 9 7 7 8

S a t o  B,  N i s h i z a w a  Y,  Noma K,  M a t s u m o t o  K,  Y a m a m u r a  Y 1 9 7 9

E s t r o g e n - i n d e p e n d e n t  N u c l e a r  B i n d i n g  o f  R e c e p t o r  P r o t e i n  o f  

R a t  U t e r u s  A f t e r  R e m o v a l  o f  Low M o l e c u l a r  W e i g h t  I n h i b i t o r .  

E n d o c r i n o l .  1 0 9 :  1 9 7 9 - 1 9 7 9

S a t o  B.  M a e d a  Y,  Noma K,  M a t s u m o t o  K,  Y a m a m u r a  Y 1 9 8 1

E s t r o g e n  B i n d i n g  C o m p o n e n t  o f  M o u s e  L e y d i g  C e l l  T u m o r :  An

i n  VITRO C o n v e r s i o n  o f  a  n o n r e c e p t o r  t o  r e c e p t o r  l i k e  m o l e ­

c u l e .  E n d o c r i n o l .  1 0 8 :  6 7 2 - 6 7 9

S a t y a s w a r o o p  P G , F l e m i n g  H,  B r e s s l e r  RS ,  G u r p l d e  E 1 9 7 8

Human E n d o m e t r i a l  C a n c e r  C e l l  C u l t u r e s  f o r  H o r m o n a l  S t u d i e s .  
C a n e .  R e s .  3 8 :  9 3 6 7 - 9 3 7 5



1 8 1  .

S c a t c h a r d  G 1 9 4 9  T h e  A t t r a c t i o n s  o f  P r o t e i n s  f o r  S m a l l  

M o l e c u l e s  a n d  I o n s .  A n n .  NY A c a d .  S c l .  5 1 :  6 6 0 - 6 7 2

S c h a t z  F ,  G u r p l d e  E 1 9 8 3  E f f e c t s  o f  E s t r a d i o l  o n  P r o s t a ­

g l a n d i n  F 2 a  L e v e l s  I n  P r i m a r y  M o n o l a y e r  C u l t u r e s  o f  E p i t h e ­

l i a l  C e l l s  f r o m  Huma n  P r o l i f e r a t i v e  E n d o m e t r i u m .  E n d o ­

c r i n o l .  1 1 3 :  1 2 7 4 - 1 2 7 9

S c h u l t e  H F , N i e l s o n  C J ,  S a n d o  J J ,  P r a t t  WB 1 9 7 6  E v i d e n c e  

f o r  a  P h o s p h o l i p i d  R e q u i r e m e n t  i n  t h e  S p e c i f i c  B i n d i n g  o f  

G l u c o c o r t i c o i d  t o  R e c e p t o r  o f  F i b r o b l a s t s  a n d  T h y m i c  L y m p h o ­

c y t e s .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 5 1 :  2 2 7 9 —2 2 8 9

S h e r m a n  MR,  C o r v o l  P L ,  O ' m a l l e y  BW 1 9 7 0  P r o g e s t e r o n e  B i n d ­

i n g  C o m p o n e n t s  o f  C h i c k  O v i d u c t :  P r e l i m i n a r y  C h a r a c t e r i z a ­

t i o n  o f  C y t o p l a s m i c  C o m p o n e n t s .  J .  B i o l .  C h e m .  2 4 5 :  

6 0 8 5 - 6 0 9 6

S h e r m a n  MR, A t i e n z a  SBP S h a n k s k y  J N , H o f f m a n  LN 1 9 7 4  P r o ­

g e s t e r o n e  R e c e p t o r s  o f  C h i c k  O v i d u c t :  S t e r o i d  B i n d i n g  S u b u ­

n i t  F o r m e d  w i t h  D i v a l e n t  C a t i o n s  J .  B i o l .  C h e m .  2 4 9  

5 2 5 1 - 5 3 5 7

S h e r m a n  MR 1 9 7 5  P h y s i c a l - C h e m i c a l  A n a l y s i s  o f  S t e r o i d  H o r ­

mo n e  R e c e p t o r s .  M e t h .  E n z  . 3 8 :  2 1 1 - 2 2 2

S h y a m a l a  G,  L e o n a r d  L 1 9 8 0  I n h i b i t i o n  o f  U t e r i n e  E s t r o g e n  

R e c e p t o r  T r a n s f o r m a t i o n  b y  S o d i u m  M o l y b d a t e .  J .  B i o l .  Ch e m.

255 6 0 2 8 - 6 0 3 1



S i e g e l  M I ,  P u c a  GA,  C u a t r e c a s a s  P 1 9 7 6  G u a n y l a t e  C y c l a s e :  

E x i s t e n c e  o f  D i f f e r e n t  F o r m s  a n d  T h e i r  R e g u l a t i o n  b y  N u c l e o ­

t i d e s  i n  C a l f  U t e r u s .  B l o c h e m  B l o p h y s  A c t a  4 3 8 :  3 1 0 - 3 2 2

S i n g h  P ,  M u l d o o n  TG 1 9 8 2  LHRH A c t i o n  o n  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  

E s t r o g e n  R e c e p t o r :  E x a m i n a t i o n  o f  S p e c i f i c i t y  a n d  M e d i a t i o n

by  cAMP.  6 4 t h  A n n u a l  M e e t i n g  o f  t h e  E n d o c r i n e  S o c i e t y  # 3 7 1

S i r e t t  DAN,  G r a n t  JK 1 9 8 2  E f f e c t  o f  S o d i u m  M o l y b d a t e  o n  

t h e  I n t e r a c t i o n  o f  A n d r o g e n  a n d  P r o g e s t l n s  w i t h  B i n d i n g  P r o ­

t e i n s  I n  Hu ma n  H y p e r p l a s t i c  P r o s t a t l c  T i s s u e .  J .  E n d o c r i ­

n o l .  9 2 :  9 5 - 1 0 2

S m i t h  KA, C r a b t r e e  GP , K e n n e d y  S J ,  Mu n c k  A 1 9 7 7  G l u c o c o r ­

t i c o i d  R e c e p t o r s  a n d  G l u c o c o r t i c o i d  S e n s i t i v i t y  o f  M i t o g e n  

S t i m u l a t e d  a n d  U n s t i m u l a t e d  Human L y m p h o c y t e s .  N a t u r e  2 6 7 :  

5 2 3 - 5 2 7

S m i t h  RG C l a r k e  SG,  Z a l t a  E ,  T a y l o r  RN 1 9 7 5  Two E s t r o g e n  

R e c e p t o r s  i n  R e p r o d u c t i v e  T i s s u e  J .  S t e r o i d  B l o c h e m .  1 0 : 

3 1 - 3 7

S t a d t m a n  ER,  G l n s b u r g  A,  C i a r d l  JE Ye h  J  H e n n l g  SB,  S h a ­

p i r o  BM 1 9 7 7  M u l t i p l e  M o l e c u l a r  F o r m s  o f  G l u t a m i n e  S y n t h e ­

t a s e  P r o d u c e d  b y  E n z y m e  C a t a l y z e d  A d e n y l a t i o n  a n d  D e a d e n y l a -  

t l o n  R e a c t i o n s .  A d v .  E n z . R e g .  1 5 :  9 9 - 1 1 8

S t a n l e y  P E ,  W i l l i a m s  SG 1 9 6 9  U s e  o f  t h e  L i q u i d  S c i n t i l l a ­

t i o n  S p e c t r o m e t e r  f o r  D e t e r m i n i n g  ATP by  t h e  L u c i f e r a s e  

E n z y m e .  A n a l .  B l o c h e m .  2 9 :  3 8 1 - 3 9 2



183.

T a d a  M, K i r c h b e r g e r  MA, r e p k e  D I ,  K a t z  AM 1 9 7 4  T h e  S t i m u ­

l a t i o n  o f  C a l c i u m  T r a n s p o r t  i n  C a r d i a c  S a r c o p l a e m m i c  R e t i c u ­

l um by  cAMP D e p e n d e n t  P r o t e i n  K i n a s e .  J .  B i o l .  Ch e m.  2 4 9 :  

6 1 7 4 - 6 1 8 0

T a k a i  Y,  N a k a y o  S ,  I n o u e  M, K i s h l m o t o  A,  M i s h i y a m a  K,  Y a m a ­

m u r a  H,  N i s h i n k a  Y 1 9 7 6  J .  B i o l .  C h e m .  2 5 1 :  1 4 8 1 - 1 4 8 7

T o p p o l l a  M,  W i l l i c o c k i  D,  T y l e r  J P P ,  E a s t m a n  C J ,  H u d s o n  CN 

1 9 8 2  T h e  E f f e c t  o f  S t o r a g e  T i me  a n d  M o l y b d a t e  o n  S t e r o i d  

R e c e p t o r s  i n  G y n e c o l o g i c a l  T i s s u e s .  S t e r o i d s  4 0 :  2 9 8 5 - 2 9 9 5

T s a i  MJ ,  S c h w a r t z  R J ,  T s a i  H 1 9 7 5  E f f e c t s  o f  E s t r o g e n  i n  

G e n e  E x p r e s s i o n  i n  t h e  C h i c k  O v i d u c t  I V I n i t i a t i o n  o f  RNA 

S y n t h e s i s  J .  B i o l .  C h e m .  2 5 0 :  5 1 7 5 - 5 1 8 2

T s e n g  L,  G u r p l d e  E 1 9 7 5  I n d u c t i o n  o f  Hu ma n  E n d o m e t r i a l  

E s t r a d i o l  D e h y d r o g e n a s e  b y  P r o g e s t i n s .  E n d o c r i n o l .  9 7 :

82  5 - 8 3 1

T s e n g  L ,  G u s b u r g  SB,  G u r p l d e  E 1 9 7 7  E s t r a d i o l  R e c e p t o r  a n d  

1 7 B -  D e h y d r o g e n a s e  i n  N o r m a l  a n d  A b n o r m a l  Human E n d o m e t r i u m .  

A n n .  NY A c a d .  S c i .  2 8 6 :  1 9 0 - 1 9 8

V e s e l e y  DL 1 9 8 0  M e l a t o n i n  E n h a n c e s  G u a n y l a t e  C y c l a s e  

A c t i v i t y  i n  a  V a r i e t y  o f  T i s s u e s .  M o l .  & C e l l .  B l o c h e m .

15:  5 5 - 5 8



1 8 4 .

W e i g e l  NL,  T a s h  J S ,  M e a n s  AR,  S c h r a e d e r  WT, O ' m a l l e y  BW 

1 9 8 1  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  He n  P r o g e s t e r o n e  R e c e p t o r  by  cAMP 

D e p e n d e n t  P r o t e i n  K i n a s e .  BBRC 1 0 2 :  5 1 3 - 5 1 9

W e s t p h a l  HM, F l e i s h m a n n  G,  C l i m e n t  F ,  B e a t o  M 1 9 7 8  E f f e c t s  

o f  P h o s p h o l i p a s e  a n d  L y s o p h o s p h a t 1 d e s  o n  P a r t i a l l y  P u r i f i e d  

S t e r o i d  H o r m o n e  R e c e p t o r s .  H o p p - S e y 1 e r  ' s  Z . P h y s .  C h e m.  3 5 9 :  

1 29 7 - 1  3 0 5

W h e e l e r  RH , L e a c h  KL,  L a F o r e s t  AC,  O ' T o o l e  T E , W a g n e r  R,  

P r a t t  WB 1 9 8 1  G l u c o c o r t i c o i d  R e c e p t o r  A c t i v a t i o n  a n d  I n a c ­

t i v a t i o n  i n  C u l t u r e d  Huma n L y m p h o c y t e s .  J .  B i o l .  C h e m.  2 5 6 :  

4 3 4 - 4 4 1

W i e l a n d  OH,  W e i s s  L,  L o f f l e r  G,  B r u n n e r  I ,  B a r d  S 1 9 7 3  i n

M e t a b o l i c  I n t e r c o n v e r s i o n  o f  E n z y m e s  P g s . 1 1 7 - 1 2 9

W i l s o n  EM,  F r e n c h  FS  1 9 7 9  E f f e c t s  o f  P r o t e a s e s  a n d  P r o ­

t e a s e  I n h i b i t o r s  o n  t h e  4 . 5 S  a n d  8 S  A n d r o g e n  R e c e p t o r .  J .

B i o l .  Ch e m.  2 5 4 :  6 3 1 0 - 6 3 1 6

W r i g h t  WW , C h a n  K C , B a r d i n  CW 1 9 8 1  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  

S t a b i l i z a t i o n  E f f e c t  o f  S o d i u m  M o l y b d a t e  o n  t h e  A n d r o g e n  

R e c e p t o r  P r e s e n t  i n  M o u s e  K i d n e y .  E n d o .  1 0 8 :  2 2 1 0 - 2 2 1 5



Wynn Rm 1977  I n :  B i o l o g y  o f  t h e  U t e r u s  P g s .  3 4 1 - 3 7 6

Y o u n e s  HA,  K o r h s n e n  MO,  B e s c h  PK 1 9 8 2  T h e  R o l e  o f  R e c e p t o r  

A s s a y s  i n  t h e  C l i n i c a l  L a b o r a t o r y .  Me d .  L a b .  S c i .  3 9 :

3 8 3 - 3 9 4

Yuh KM,  K e y e s  PL 1 9 8 1  D e p h o s p h o r y l a t l o n  a n d  I n a c t i v a t i o n  

o f  E s t r o g e n  R e c e p t o r  if! R a b b i t  C o r p u s  L u c e u m .  6 3 r d  A n n u a l  

M e e t i n g  o f  t h e  E n d o c r i n e  S o c i e t y  #1


