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RESUMEN

La hormona estimutante del foliculo es sintetizada y secretada por la hipofisis anterior
en multiples formas moleculares. En el presente estudio, analizamos la posibilidad de
que algunas de estas isoformas por carga de FSH pudiesen ejercer efeclos
diferenciales sobre su célula blanco. Siete isoformas de FSH fueron aisladas de
extractos de hipéfisis anterior por cromatoenfoque de alta resolucion, seguido de
cromatografia de afinidad para remover cerca del 90% de la LH que coeluye con las
isoformas de FSH durante el cromatoenfoque. Las isoformas asi aisladas [isoforma |,
pH> 7.10; Il, rango de pH 6.60-6.20; Il pH 5.47-5.10; IV pH 5.06-4.60; V pH 4.76-4.12,
VI pH 4.05-3.82 y VIl pH< 3.8] fueron probadas en su capacidad para inducir la
produccién de AMPc, la aromalizacion de androgenos y la actividad enzimatica de
activador de plasmindgeno tipo tisular (tPA) asi como de la produccion del ARNm de
P450 aromatasa, tPA y subunidad alfa de inhibina {INH-a} por ¢élulas de la granulosa
de rata en cultivo. La produccién tanto de AMPc como de estradiol (E) se determind por
radicinmunoensayo, la actividad enzimatica de tPA por electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida y zimografia y todos los ARNm por analisis de hibridacién por Northern
blots y RT-PCR cuantitativa. Todas las isoformas, con la excepcidén de la isoforma |,
fueron capaces de inducir la sintesis y produccién de AMPc y E asi como la actividad
enzimatica de tPA de manera dosis dependiente; la potencia de las isoformas menos
acidas (pH 6.60 a 4.60} fueron mayores que las exhibidas por los andlogos mas
acidos/sializados (pH 4.76 a <3.80) (potencia relativa: I=11>llI>IV>VaVII>V!). Los efectos
de las isoformas menos &cidas sobre la actividad enzimatica de tPA fueron mas
pronunciadas que sobre la produccion de E. Una tendencia similar se observo en
términos de la produccion de los ARNm de P450 aromatasa y tPA. Por el contrario,
cuando fué analizada la produccién de a-INH inducida por FSH, las isoformas V a VI
fueron mas potentes {dos a tres veces) que sus contrapartes menos &cidas/sializadas
(Il a IV). En contraste de las isoformas Il a Vil (que se comportaron como agonistas de
la FSH recombinante humana), la isoforma | (pH de elucién> 7.10) bloqueo
completamente todos los efectos inducidos por la preparacion recombinante, incluyendo
fa produccion de los ARNm de P450 aromatasa y tPA. Estos resultados sugieren
fuertemente que las isoformas de FSH, con la excepcidon de la variante menos acida
difieren solamente en su potencia para inducir el mismo efecto final. Sin embargo, su
potencia relativa para inducir diferentes efectos puede ser dispar cuando se comparan
tas isoformas menos acidas (pH> 4.5) con las mas acidas (pH<4.5).



ABSTRACT

Regulation by follicle-stimulating hormone isoforms of the products of synthesis and
secretion of granulosa cells

Follicle-stimulating hormone is synthesized and secreted by the anterior pituitary gland
in several molecular forms. The pattern of release of the isoforms varies depending on
the endocrine status of the donor at the time of the sample collection. In the present
study, we analized the possibility that the several charge isoforms may exert differential
effects at the target cell level. Seven intrapituitary FSH isoforms were isclated from the
anterior pituitary glycoprotein extracts by high resolution chromatofocusing, followed by
affinity chromatography to remove nearly 90% of the LH material that coeluted with the
FS8H isoforms during the chromatofocusing procedure. The isoforms so isolated [isoform
|, pH> 7.10; il, pH range 6.60-6.20; Il pH 5.47-5.10; IV pH 5.06-4.60; V pH 4.76-4.12; VI
pH 4.05-3.82 and VIl pH< 3.8] were then tested for their capacity to induce cAMP
production, androgen aromatization and tissue-type plasminogen activator ({PA) enzyme
activity as well as P450 aromatase, tPA and inhibin a-subunit (INH-a.) mRNA production
by rat granulosa cells in culture. cAMP and estradiol (E) production were measured by
radioimmunoassay, tPA enzyme activity by SDS-polyacrylamide ge! electrophoresis and
zymography and all mRNAs by Northern Blot hybridization analysis and quantitative RT-
PCR. All isoforms, with the excepticn of the isoform |, were able to induce synthesis and
production of cAMP and E as well as tPA enzyme activity in a dose-dependent manner;
the potency of the less acidic isoforms (pH 6.60 to 4.60) was higher than that exhibited
by the mare acidic/sialylated analogs (pH 4.76 to <3.80) {potency: I>1I>1I>IV>V=VII>VI).
The effects of the less acidic isoforms on tPA enzyme activity were more pronounced
than on E production. A similar trend was observed in terms of P450 aromatase and tPA
mRNA pradugtion. On the contrary, when the FSH-induced production on INH-o mRNA
was analyzed isoforms V to VII were significantly more potent (two to three-fold) than
their less acidic/sialylated counterparts (Il to IV). In contrast to isoforms [-VIl {wich
behaved as agonists of recombinant human FSH), isoform 1 (elution pH> 7.10)
completely blocked all effects inducible by the recombinant preparation, including P450
aromatase and tPA mRNA production. Our resuits demonstrate that this antagonistic
isoforms may exert its effect at post-receptor level. These results strongly suggest that
the FSH isoforms, with the exception of their most basic variant, differ only in their
potency to induce the same final effect. However, the relative potency to induce different
effects could be disparate when compare less acidic isoforms (pH> 4.5) with more acidic
isoforms (pH<4.5).



L INTRODUCCION
La hormona estimulante del foliculo

La hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) son
producidas y secretadas por los gonadotropos en la hipdfisis anterior en respuesta a
estimulos hormonales provenientes del cerebro y de las g6nadas (Chappel et al.,
1983a). En conjunto se denominan gonadotropinas, y sirven de intermediarios entre el
sisterna neuroenddécrino y e! sistema reproductivo. Estas gonadotropinas pertenecen a
una familia de glicoproteinas estrechamente refacionadas, compuestas por FSH, LH,
gonadotropina coriénica humana (hCG} y la hormona estimulante de la tiroides (TSH)
(Bousfield et al., 1996). Todas estas glicoproteinas son hetercdimeros compuestos por
dos subunidades no unidas covalentemente denominadas o y p. Para una especie
animal dada, la subunidad o de las cﬁatro glicoproteinas es codificada por el mismo
gene y por lo tanto su secuencia de aminoacidos es idéntica, mientras que las
subunidades B, que son codificadas por genes distintos, son las que le otorgan la
especificidad biolégica a cada miembro de la familia. (Pierce and Parsons, 1981,
Godine ef al., 1982; Fiddes and Talmadge, 1984; Gordon et al., 1988; Gharib et al.,
1990b). La actividad biolégica de las glicoprotelnas hipofisiarias solo se obtiene si
ambas subunidades se encuentran unidas {Tsatsoulis ef al., 1991). Cada subunidad p
se puede combinar con [a subunidad a comdn {Pietce et al., 1881), lo que sugiere que
algunas porciones de la estructura tridimensional de las subunidades B de las distintas
gficoproteinas deben ser muy similares. Las regiones que no lo son probablemente
sean las que le otorgan la especificidad inmunolégica y bioldgica a la hormona.

Estructura de la FSH

El gene de la subunidad o comin de las glicoproteinas hipofisiarias (Boothby et
al., 1981) es capaz de expresarse coordinadamente con los genes de las distintas
subunidades B, a pesar de que su control hormonal varia en los distintos tipes celulares
(Kay and Jameson, 1992; Schoderbeck ef al., 1992, 1993; Pennathur ef al., 1993; Kim



et al., 1994 Ben-Menahem et al., 1995). Por el contrario, los genes de la subunidad
se expresan en un solo tipo celular y exhiben una regulacién hormonal mas limitada y
especifica (Papavasiliou et al., 1986; Dakkin et al, 1989; Nakamura y Nakao, 1993,
Steger et al., 1993; Steinfelder and Wondisford, 1897).

La subunidad o comun
El gene que codifica para la subunidad « consiste en 4 exones separados por 3

intrones (Gharib et al, 19%0). En el humano, este gene estd localizado en el
cromasoma 6 (Naylor ef al,, 1983).

6.4kb t.7kb 0.4kb
) ¥
—8
= I
7 I
-24 +92 Subunidad a
0.85kb  1.4kb
W
-18 +111 Subunidad

Figura 1. Estructura de los genes de las subunidades o y f§ de la hormona estimulante de! follculo
humana. Regiones traducidas [ ; regiones no traducidas B ; peptido sefial ¥ ; region 5 extendida no
traducida B ; posicidn de los intrones ¥; elementos reguladores dependientes de AMPc —&

A pesar del alto grado de conservacion en la posicibn de los intrones vy la
homologia en las secuencias de nucledtidos que se observa entre distintas especies,
particularmente entre mamiferos, el tamafio del gene presenta considerable variacién
en tamafio atribuible fundamentalmente a la longitud del primer intrén (Gharib ef al.,
1990).

En general, el ARNm de la subunidad o tiene un tamafio que varia entre 730 y
800 nucledtidos. Este codifica una secuencia lider de 24 aminoacidos seguida de una
proteina madura de 92 6 96 aminoacidos (Gharib et af., 1990) (Figura 1). En el humano,
la ausencia de 4 aminoacidos, correspondientes a los residuos 6 a 9 en ofras especies



de mamiferos tales como roedores y equinos, produce un "hueco” cuando se compara
las secuencias proteicas alineando las cisteinas de las subunidades a (Chin et al.,
1983). Sin embargo, este hueco no altera la extension de ningin puente disulfuro
(Bousfield et al., 1994).

Los puentes disulfuro de FSHa producen una estructura tridimensional
estrechamente plegada que es esencial para mantener la actividad biclogica del dimero
o/p (Fujiki et al., 1980). La FSHa contiene 10 residuos de cisteina que forman 5 puentes
disutfuro intracatenarios {Lapthorn et al,, 1994). La posicién de estas cisteinas esta muy
conservada entre las subunidades o de todos los mamiferos estudiados, o que sugiere
que su estructura terciaria es muy similar (Bousfield et al., 1994), sin embargo se han
detectado diferencias sutiles en esta estructura dependiendo de la subunidad B que se
encuentra unida a ella (Dighe et al., 1890).

Figura 2: Secuencia de la subunidad o comun (hFSHe, panel superior) y hFSHP (panel inferior). Las
lineas solidas indican la posicidn de los puentes disulfuro (de acuerdo con Pierce y Parsons, 1981; Ryan
et al., 1987; Bousfield et al., 1954, Lapthorn et al., 1994). Las estructuras en forma de ramas indican la
posicién de los sitios de N-glicosilacidén (Esquema obtenido de Ulloa-Aguirre y Timossi, 1998).

Los puentes disulfuro que unen las cisteinas en posicion «10-60, «28-82 y o32-84

(Figura 2) estan involucrados en el llamado "nudo” de cisteinas (Lapthorn ef al., 1994).
La presencia de este "nudo" ha sido confirmada en hCG y presumiblemente se presente

en otras hormonas glicoproteicas. Su estructura esta compuesta por dos puentes



disulfuro formando un anillo, mientras que el tercero los atraviesa (Mc Donald and
Hendrickson, 1993, Lapthorn et al, 1994). La integridad de ios otros dos puentes
disuifuro en posicion «7-31 y «59-87 es esencial para correcta formacion del
heterodimero LHa/B, sin embargo, su ruptura no afecta ia formacién de los dimeros de
FSH ni de hCG (Furuhashi et al., 1996) (Figura 2). Esta observacién sugiere que, como
se menciond anteriormente, ciertas regiones de la subunidad o puedan adquirir una
estructura terciaria sensiblemente diferente dependiendo de la subunidad B que se
encuentre unida a ella.

Los oligosacéridos ligados a asparagina (N-ligados) de la subunidad a tienen un
papel importante en el plegamiento de los diferentes dominios funcionales de la misma.
Estos influyen sobre la flexibilidad de la molécula, lo cual es critico para el ensamblaje y
ta formacién de sus puentes disulfuro {Matzuk and Boime, 1988a; 1989a). La
glicosilacidn de la subunidad « comienza en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER),
con la transferencia co-traduccional de GlcaMangGIlcNAc; ligado a dolicol a un sitio de
consenso de glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr) (Baenzinger and Green, 1988). Este
oligosacarido es modificado por las exoglucosidasas (exoglucosidasas | y I} y por la
manosidasa, ambas generan un "ndcleo” comGn compuesto por dos N-
acetilglucosaminas unidas a {res manosas (Baenzinger and Green, 1988) (Figura 3).
Posteriormente, la adicién de otros carbohidratos, principalmente 4cido sidlico (N-Acetil-
Neuraminico), por glicosiitransferasas, genera las diversas variantes de oligosacéridos,
que le confiere la gran heterogeneidad por carga a estas moléculas (Baenzinger and
Green, 1988; Stockell and Renwich, 1992; Ulloa-Aguirre et al., 1995a).

La FSH tiene una gran proporcion de cligosacaridos ricos en acido sidlico y
galactosa en estructuras mono, di o triantenarias, que le otorgan una carga negativa
neta a esta molécula (Ulloa-Aguirre et al., 1995). Cuando se encuentra unida a FSHp, la
FSHa contiene dos oligosacaridos, en posicién 52 y 78. Sin embargo, la subunidad o
libre posee uno adicional unido a la Thragss (Parsons ef al, 1983). Aunque este qltimo
oligosacarido impide que la subunidad « se una a las subunidades B libres (Parsons
and Pierce, 1984) no interfiere con la secrecién regulada de FSHu por el gonadotropo
(Boime et a/., 1982).
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Figura 3: Estructuras representativas de los oligosacéaridos unidos a FSH. Asn, asparagina; SO, sulfato;
0 GleNAg; > fucosa; O manosa; @ galactosa; A acido sidlico.

£l mecanismo mejor caracterizado de activacion transcripcional del gene de la
subunidad a es a través de la via de [a cinasa de proteina A (PKA) {(Jameson et al.,
1986a). En el humano, el promotor de la subunidad o contiene varias secuencias de
elementos de respuesta a AMPc/ PKA (CRE) colocadas en tandem, localizadas entre
las posiciones -146 a -111 respecto al sitio de iniciacion de la transcripcion (Jameson et
al., 1986a). Estos CRE consisten en secuencias palindrémicas TGACGTCA, altamente
conservadas en muchos genes activados por AMPc. A estas secuencias se unen las
proteinas denominadas CREB, las cuales son modificadas por el AMPc/PKA de forma
que activan la transcripcion de este gene (Deutsch et al, 1988a,b)..La cinasa de
proteina C y las cinasas dé proteinas ligadas a calcio-calmodulina también tienen la
capacidad de modificar a los CREB (Deutsch et al, 1988ab). Por otro lado, los
estrégenos inhiben la transcripcion del gene de FSHo por un mecanismo independiente
de su receptor (Keri et af.,, 1991).

La subunidad p

En el humano, la subunidad B es codificada por un solo gene, localizado en el
cromosoma 11 (Watkins et al., 1987). El gene de la FSHp contiene tres exones y dos
intrones (Kim et al., 1988; Gharib ef af., 1989). El primer intrén esta localizado 6 pares
de bases corriente armiba del sitio de iniciacion de la transcripcién (Jameson ef al., 1988)
(Figura 1). El primer ex6n contiene la regién 5' no traducida mientras que el segundo y
tercer exon contienen toda la secuencia codificante de la proteina. El segundo intrén
esta localizado entre la secuencia codificante para el aminoacido 35 y 36, esta posicién
se encuentra muy conservada entre todas las subunidades B de las glicoproteinas



(Jameson et al., 1888) (Figura 1). El gene de FSHp difiere del de las otras hormonas
glicoproteicas en que posee un extremo 3' terminal muy largo, codificado por el tercer
ex6n (Jameson et al, 1988, Kim ef al., 1988). Aunque el significado fisiologico de esta
larga regidn 3’ no traducida es inclerto, en olras proteinas como la P-globina ésta
secuencia desestabiliza al ARNm, lo que incrementa su recambio (Shaw y Kammen,
1886, Weiss et al, 1995). FSHp expresa al menos 4 ARNm en células hipofisiarias
normales y dos transcriptos en células neoplasicas (Jameson et af, 1986b; 1988). La
secuencia de nucledtidos de FSHB predice un péptido sefal de 18 aminoécidos
(Jameson et al, 1988), seguido de la proteina madura de 111 aminoacidos (Figura 2).
FSHp esta ligada internamente por 6 puentes disulfuro. La posicién exacta de
estos ha sido muy dificil de determinar. En el humano las posiciones mejor establecidas
son las p87-94, p20-104, y B17-66 (Pierce and Parsons, 1981; Ryan et al., 1987). Esta
posiciones se corresponden con aquellas deducidas en ta estructura cristalina de hCGp
(Lapthorn ef a/.,,1994), La posicién de los tres restantes puentes disulfuro no se conoce
exactamente. Los mas probables son los que se formarian entre los amino4cidos p3-51,
p28-82 y p32-84 como se deduce de la estructura cristalina de hCG y la secuencia
alineada de FSHp y hCGp a través de sus residuos de cisteinas (Lapthom et al.,1994),
Estos tres Ultimos a su vez formarfan un nudo de manera similar a lo que ocurre en
FSHa. Recientemente, han sido artificialmente introducidos pares de residuos de
cisteinas en las subunidades « y B de FSH, LH y hCG, en posiciones tales que tengan
una geometria éptima de formacién de puentes disulfuro intercatenarios (Heikoop et af,
1997). Estos mutantes formaron dichos puentes, lo que provocé un aumento en la
termoestabilidad del dimero, sin reduccién de la actividad biolégica o afinidad por su

receptor, lo que los hace potencialmente Utiles como gonadotropinas con alta
estabilidad farmacologica (Heikoop et al., 1997).

Los sitios de consenso de glicosilacion en FSHP humana se encuentran en las
asparaginas 7 y 24 (Baenzinger y Green, 1988; Ulloa-Aguirre ef af., 1995a). Al igual que
para FSHa los carbohidratos de FSHp tienen un papel preponderante en el ensamble
entre ambas subunidades y en la tasa de depuracién de la proteina entera (Matzuk y

Boime, 1988b; Bishop et al, 1995). Como se menciond anteriormente, las varaciones
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en la estructura y distribucion de los oligosacdridos sializados y en menor medida de los
sulfatados son la base quimica principal para la diferencia entre las isoformas de FSHy
su extensa heterogeneidad por carga. Pero ia heterogeneidad no estd solamente
restringida a variaciones en la carga neta de la molécula, sino también a la composicién
de los carbohidratos internos de la FSH (Figura 3) (Wide, 1987; Ulloa-Aguirre ef al,
1988; Papandreou et al,, 19983). Mas adelante se analizara con mayor detalle el papel
de cada oligosacarido en ambas subunidades.

La regulacién del gene de FSHP es un mecanismo complejo dirigido tanto por
proteinas como por esteroides. Se ha encontrado que los principales estercides
sexuales (estradiol y testosterona) regulan la produccién y secrecién de FSH en una
gran variedad de animales experimentales (Winters ef al., 1979; 1992; Winters and
Troen, 1985; Gharib ef al, 1987). Sin embargo, sus efectos especificos sobte la
produccion de ARNm varia dependiendo de la especie animal estudiada o de las
condiciones experimentales (Rhea ef al, 1986; Wierman y Wang, 1990). Por gjemplo, en
la oveja ovariectomizada, el estradiol disminuye los niveles de ARNm de FSHB (Mercer
ef al., 1989), mieniras que en la rata este esteroide no tiene ningdn efecto sobre la
transcripcion de FSHp al menos in vitro (Shupnik et al,, 1989a). En gonadotropos en
cultivo, la testosterona incrementa los niveles de FSHJ en ausencia de GnRH (Gharib et
al., 1990a), mientras que en presencia de este péptido inhibe la sintesis de ambas
subunidades (Jakubowiak et al., 1991; Winters et al., 1992). Por el otro lado, tanto la
sintesis de FSHP como la de su ARNm permanecen inafteradas en ratas macho
tratadas con testosterona (Gharib et al., 1987; Wierman ef al., 1989). El gene de FSHp
contiene una secuencia que puede operar como un elemento de respuesta a
estrégenos (GGTCANNNTGACC), sin embargo, esta difiere de la secuencia homéloga
encontrada en LHB (BGACACCATCTGTCC) (Shupnik ef al., 1989b).

El otro mecanismo de regulacion de la transcripcion del gene de FSHB esta dado
por dos proteinas diméricas, la inhibina y la activina y por una monomérica, la
folistatina. Todas son producidas por las génadas ademas de por una amplia variedad
de tejidos como la hipéfisis y el higado (inhibina,activina y folistatina}, la placenta y la
médula osea (inhibina y activina), la glandula suprarrenal y cerebro (inhibina) (Mason et
al, 1985; Petraglia et al., 1987; Meunier ef a/, 1988; Sawcheko ef al., 1988; Ying, 1988;
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Shimasaki ef al, 1989). La inhibina es considerada un supresor selectivo de la sintesis y
secrecion de FSH tanto in vivo como in vitro (Rivier ef al, 1988); sin embargo, en
condiciones fisiologicas, los efectos de la inhibina son aparentemente enmascarados
por la presencia de testosterona (Culler, 1980; Cuiler y Negro-Vilar, 1990). La activina
incrementa la sintesis y secrecibn de FSH, mientras que la folistatina actia
indirectamente a través de su union a la activina y a su bioneutralizacion (Krummen ef
al., 1993), asi como a fravés de su asociacidn en cadenas de heparan sulfato de la
membrana plasmatica, favoreciendo la unidn de activina a su receptor y eventualmente
su captacion dentro de las células y su degradacidn por enzimas lisosomales (Sugino et
al., 1993; Hashimoto et al., 1997). Otro regulador peptidico de FSHpB es la hormona
liberadora de gonadotropinas {(GnRH} (Ying, 1988; Albanese ef al., 1896; Besecke ef al.,
1996). Es necesario el estimulo pulsatil de GnRH para inducir la expresidn del gene de
FSHP. El patron de sintesis y secrecién de esta gonadotropina difiere del de la LH, la
cual también se encuentra bajo e control de GnRH. Mientras que pulsos de frecuencias
cortas (pulsos rapidos) favorecen la sintesis y secrecién de LH, frecuencias largas
{pulsos lentos) favorecen la secrecidon de FSH (Turgeon y Waring, 1982; Dalkin ef al.,
1989). Este mecanismo puede ser el responsable de los distintos patrones de secrecién
observadas para estas dos gonadotropinas {Muyan et a/., 1994). Estudios recientes han
sugerido que la accién de GnRH para estimular la expresién del gene de FSH puede
ejercerse indirectamente a través del cambio en el tono de activina y folistatina
(Besecke &t al., 1996).

El receptor de FSH, estructura y funcién

El evento inicial en la accién de las gonadofropinas es unirse a receptores
altamente especificos localizados en la membrana de la célula blanco (Reichert et af.,
1991; Ji ef al, 1995). E! receptor de FSH es una glicoproteina que pertenece a la
superfamitia de los receptores acoplados a proteinas G (Simoni ef al., 1997; Ulloa-
Aguirre y Timossi, 1998; Ulloa-Aguirre y Conn, 1998). El receptor de FSH consiste en
una cadena Unica de aminoacidos que posee un gran dominio extracelular para la union

del ligando, siete regiones transmembranales conectadas entre si por asas intra y
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extracelulares y un dominio intracelular asociado con la activacién de una o mas
proteinas transductoras de sefal que unen nucleétidos de guanina (proteinas G)
(Minegishi et al, 1991, Kelton et al, 1992). En conjunto, las siete regiones
transmembranales forman una estructura tridimensional semejante a un barril, el cual se
encuentra orientado perpendicularmente al plano de la membrana celular. Ei gene del
receptor de FSH codifica para una proteina de 678-695 aminodcidos (Minegishi et al.,
1991: KeRon et al., 1992). La homologia entre !a secuencia de nucleétidos del receptor
humano y el de rata es de aproximadamente 88%, mientras que la homologia en la
secuencia de amincacidos es de alrededor del 80% (87% en el dominio extracelular,
96% en el dominio transmembranal y 79% en el extremo carboxilo terminal} (Sprengel
et al., 1990; Minegishi ef al., 1991; Heckert ef al., 1992; Kelton ef al, 1992). Tanto en la
rata como en e} humano, el gene contiene 10 exones separados por 9 intrones. Los
primeros 9 exones cadifican para el dominic extracelular, mientras que el dltimo codifica
_para las regiones transmembranales y la porcion carboxilo terminal (Minegishi ef al.,
1991; Kelton et al., 1992). El dominio extracelular de! receptor de FSH presenta entre
nueve y once regiones ricas en leucina, las cuales favorecen la formacion de péptidos
anfipaticos 6ptimos para la interaccion proteina-proteina. Estas regiones estan
involucradas en la union altamente especifica con FSH. La estructura particular de esta
regién y los cambios que ocurren durante et reconocimiento de FSH permiten, luego de
un apropiado posicionamiento y orientaciéon de regiones especificas localizadas en
ambas subunidades de! dimero, la estimulacién de! receptor induciendo su activacion a
través de un cambio conformacional traducido por las regiones transmembranales del
mismo (Braun et al., 1991; Ji et al., 1985). De acuerdo con este modelo la propagacion
de la traduccion de sefial debe involucrar cambios conformacionales en la region
transmembranal inducidos por e! dimero de FSH al interactuar con las asas
extracelulares que conectan las hélices transmembranales. De hecho Ji y Ji (1995) han
identificado varios aminoécidos localizados en el asa extracelular 1 del receptor de FSH
que pueden formar una extension de la o-hélice desde la region transmembranal 2 y
gue estan involucrados en la unién de la hormona (histidina 407) y la activacion del
receptor (aspartato 405, treonina 408 y lisina 409). De esta manera la union hormona-

receptor, la activacion de este Cltimo y la subsecuente produccidn de segundos
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mensajeros, son el resultado final de una serie de interacciones complejas y dindmicas
entre la hormona y varias regiones del receplor.

Las proteinas G son heterotrimeros denominados individualmente subunidades
o, B ¥ 7, las dos dltimas subunidades estan estrechamente unidas unas con otras para
formar el complejo B/y (Sprang, 1997). Estas son moléculas transductoras de sefiales
reguladas por nucledtidos de guanina que transfieren informacién recibida por el
receptor a efectores celulares especificos tales como enzimas o canales idnicos. El
receptor de FSH estd preferentemente acoplado a la proteina Gs la cual activa 1a
enzima adenilato ciclasa para estimular la sintesis de! segundo mensajero AMPc, el
cual a su vez activa la cinasa A de proteinas (PKA) (Reichert y Dattatreyamurty, 1989).
El receptor de FSH de rata también se encuentra acoplado a la proteina Gg11, @sociada
con la activacién de la fosfolipasa Cp, que cataliza la hidrélisis del lipido fosfatidilinositol
4,5 difosfato para formar los segundos mensajeros inosito! 1,4,5 trifosfato y
diacilglicerol. Este Gitimo es un activador de la cinasa C de proteinas. Recientemente ha
sido demostrado que el receptor de FSH es capaz de activar proteinas Gi cuando es
estimulado con FSH humana con muy bajo contenido de carbohidratos (Arey st al.,
1997). Se ha descrito en el ovino un receptor de FSH idéntico al receptor silvestre, salvo
por un acortamiento en la regién carboxiloterminal producida por un empalme
alternativo del ARNm, que se comporta como un receptor negativo dominante
posiblemente acoplado a la proteina Gi (Sairam et al., 1996).

Estudios empleando péptidos sintéticos correspondientes a la regién carboxilo
terminal de la tercera asa intracelular (lisina 551 - arginina 555) del receptor de FSH de
rata, han demostrado que esta regién es particularmente critica para el acoplamiento de
proteinas Gs, activacién de PKA y estimulacién de la sintesis de 17p estradiof (Grasso
et al,, 1995 a,b). Esta regitn del receptor contiene la secuencia de consenso B-X-X-B-B,
donde B representa un residuo bésico y X un residuo no basico. Esta secuencia
determina la activacion de proteinas G en otros receptores (Wang ef al., 1990; Okamoto
¥ Nishimoto, 1992).

En la hembra, el receptor de FSH se localiza unicamente en las células de la
granulosa del ovario, (Richards, 1994). En respuesta a su estimulo, estas células
producen una amplia gama de productos de secrecion, principaimente estrdgenos a
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partir de precursores androgénicos (Fortune and Armstrong, 1977; Tsang ef al., 1880),
inhibina (Erickson y Hsueh, 1978a; Rivier ef al., 1986), activina (Weiss et al., 1995),
folistatina (Ling et gl., 1990; Sugino e! al., 1993), el factor de crecimiente insulingide
(IGF-1) (Adashi et al., 1988; Rappaport et al., 19386), el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) (Hsueh ef al., 1989), el activador de plasmindgeno tipo tisular (tPA) {Bicsak et al,
1989; Tsafrir ef al., 1989), la hormona liberadora de gonadotropinas {GnRH) (Oikawa et
al., 1990), asi como receptores para LH (Hsueh et al., 1989), para prolactina {Navickis
et al., 1882) y para estrégenos (Hsueh ef al., 1989).

Los carbohidratos de FSH como determinantes estructurales para el
ensamblaje de subunidades, interaccién con su receptor y transduccion de
sefiales intracelulares.

Se sabe que los oligosacéridos incorporados a las hormonas glicoproteicas son
importantes en muchos aspectos funcionales de éstas. Estos juegan un papel
importante en el plegamiento y ensamblaje de subunidades, en la secrecidon de la
molécula, ademas de determinar la tasa de depuracién metabdlica, asi como la correcta
interaccién de la hormona con su receptor (Sairam, 1989; Ulloa-Aguirre et al., 1995b).

Existe basla informacién de que los residuos de 4cido sidlico y sulfato presentes
en los oligosacéaridos de las gonadotropinas determinan su tasa de depuracién
metabdlica y la potencia biclégica in viva de la molécula (Morell ef al., 1971; Wide ef al.,
1986, Wide y Hobson, 1986; Fiete ot al., 1991; Timossi et al., 1998b). Los sulfatos
terminales, al unirse a un receptor hepatico especifico, favorecen la remocién de la
circulacion de las gonadotropinas en su paso a través de las células reticuloendoteliales
(Fiete ef a/., 1991); por el contrario, el Acido sidlico disminuye la captacién y eliminacién
hepética {(Morell ef al., 1971). Galway y cols. (1990), empleando variantes de FSH
recombinante carentes de residuos de acido sidlico terminal, corroboraron que éstas, al
igual que las glicoproteinas deglicositadas por métodos quimicos o enzimaticos
(Vaitukaitis y Ross, 1971; Yang y Papkoff, 1973), son rapidamente depuradas de la
circulacién y practicamente inactivas in vivo comparadas con la estructura natural de
FSH.
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Mas recientemente, Bishop y cols. (1995), demostraron que ambos residuos de
carbohidratos tiene un papel importante en la determinacion de la tasa de depuracién y
la potencia in vitro de esta gonadotropina. Las moléculas mutantes carentes de la
secuencia de consenso de glicosilacidn en uno o ambos sitios de la subunidad B
desaparecieron mas rapidamente del plasma que las variantes similares de la
subunidad o (Bishop et a/., 1995). En algunos estudiocs se han empleado variantes
parcial o totalmente deglicosiladas por procedimientos quimicos .0 por delecidn
especifica de los sitios de N-glicosilacién lo que ha permitido determinar el papel de
cada ocligosacarido para la unién con su receptor y la transduccion de sefales
intracelulares. Los primeros estudios, usando 4cido fluorhidrico, que removia un 70-
90% de todos los carbohidratos sin afectar la estructura primaria de la proteina,
mostraron que los residuos ligados a la subunidad « jugaban un pape! dominénte enla
capacidad de la hormona para activar a su receptor e inducir la transduccién de sefales
intracelulares (Sairam y Bhargavi, 1985). En estos estudios la unién de FSH ovina o
humana a su receptor fue significativamente mayer o bien permanecié inakterada luego
de la deglicosilacion, pero la transduccion de sefiales, medida como la capacidad de
estas variantes para inducir la acumulacién de AMPc, fue practicamente eliminada.

Por otra parte, la subunidad o« deglicosilada retiene su capacidad para unirse con
la subunidad B intacta, sin embargo e! dimero es incapaz de inducir Ja activacién de la
adenilato ciclasa {Sairam y Bhargavi, 1985; Sairam 1989). Mas recientemente, con la
mutacién de los sitios de consenso de glicosilacién se cormobord el papel fundamental
de los carbohidratos de la subunidad o en Ia transduccién de sefial, particularmente el
presente en la posicion asparagina 52 (Bishop et al., 1994; Flack ef al., 1994b; Valove
ef al., 1894). Cuando el consenso de este sitio de glicosilacién es mutado se observa
una reduccién en la capacidad de transducir las sefiales intracelulares al unirse a su
receptor (Valove ef al., 1994).

El papel de los carbohidratos ligados a la subunidad p humana es contradictorio.
En un estudio (Flack ef af., 1994b) la delecion del oligosacarido situado en la
asparagina 7 resulté en un incremento en fa unidn al receptor pero una disminucién en
su capacidad de transducir sefiales intracelulares, mientras que en otro estudio (Bishop
et al., 1894), la actividad bioldgica de estas variantes no fue afectada por la defecitn de
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este sitio de glicosilacion. Estudios posteriores confirmaron la observacion de que los
oligosacéaridos de la subunidad § tienen un papef menor tanto en la unidn a su receptor
como en la transduccion de la sefial intracelular, y que el oligosacarido de la subunidad
a situado en la posicion asparagina 52 es esencial para inducir la respuesta biologica
en su célula blanco (Valove et al., 1994).

Isoformas, bioactividad y significado fisiolégico del polimorfismo de FSH

Los residuos terminales de acido sialico y en menor medida los de sulfato
determinan la distribucién por carga de las isoformas de la FSH (Baenzinger y Green,
1988; Ulloa-Aguirre et al., 1992; 1995a,b). Se han aislado multiples isoformas por carga
en exiractos de hipdfisis anterior de varias especies animales, incluyendo el hombre
(Ullca-Aguirre et al, 1988; Chappel, 1985; Ullpa-Aguirre ef al, 1995a). Existen
aproximadamente 20 o mas isoformas por carga en estos extractos (Wide, 1989,
Stanton et al., 1996; Zambrano et al, 1998). Las variantes mas acidas/sializadas
exhiben una vida media plasmatica prolongada y una bioactividad mayor in vivo cuando
sé determina su actividad por el ensayo de aumento de peso ovarico en ratones
inmaduros (Wide, 1986; Wide y Hobson, 1886). Por el contrario, las isoformas menos
acidas exhiben una capacidad de union al receptor y una actividad biolégica in vitro
mayor que sus contrapartes mas 4cidas (Ulloa-Aguirre et al., 1985a). Los cambios en la
actividad biolégica de FSH a consecuencia de su glico-heterogeneidad, se expresan
segun la relacion o el cociente actividad biolgica / actividad inmunoldgica (B/l). Este
cociente varia segin el estandar utilizado para valorar ambas actividades (Ulloa-Aguirre
et al., 1895a,b; Zambrano et al., 1985; 1996; Timossi ef al., 1998a).

El conocimiento de los niveles circulantes de FSH durante distintos estados
fisiolégicos, se basd en un principio en los datos derivados de! radioinmunocanalisis
(RIA). El RIA o los distintos métodos inmunolégicos de medicién basados en
anticuerpos policlonales o monoclonales, detectan las hormonas seglin sus
caracteristicas antigénicas. Sin embargo, estos métodos son incapaces de distinguir
entre formas mas o menos bioactivas de FSH.
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Los bioensaycs de FSH in vivo se basan en el aumento del peso ovarico en ratas
prepuberes inyectadas con esta hormona. Estos son laboriosos y muy poco sensibles.
En la actualidad se han desarrollade bicensayos in vitro, que permiten medir la actividad
bioldgica de FSH de manera casi rutinaria. Los bioensayos mds usados son los
basados en la aromatizacién de un andrégeno precursor ya sea en células de la
granulosa (GAB) (Erickson y Hsueh, 1978b; Jia y Hsueh, 1986; Dah! ef af, 1989) o
células de Sertali (Van Damme et al, 1979), ambas en ratas prepiberes.
Recientemente se han desamollado ensayos de actividad biologica basados en la
produccién de AMPc por receptores homoélogos ligados a proteina G expresados en
lineas celulares humanas {Albanese ef al, 1994, Gudemann ef al, 1994). Estos
ensayos miden la produccién de AMPc al ser estimulado el receptor de FSH por su
ligando. La sensibilidad de estos bioensayos es excelente y tienen la gran ventaja de
que se puede frabajar directamente con muestras de suero. La desventaja de este tipo
de bioensayos es que solo valeran la unién al receptor y la produccién de AMPc. Hasta
el momento, no se ha desarrollado el bicensayo ideal para determinar la actividad
bioldgica de la hormona estimulante del foliculo, ya que los bioensayos disponibles solo
miden uno de los productos de secrecién de la célula blanco. Una mejor aproximacion a
la fisiologla es el reciente ensayo de productos finales milltiples (Padmanabhan et af.,
1803). Basado en el bioensayo de células de Sertoll, se miden distintos productos de
secrecion de esta célula (AMPc, inhibina y estradiol}, a fin de estudiar integralmente la
actividad biolégica (Padmanabhan ef al., 1993).

Se desconoce con precision el significado fisiologico del polimorfismo de la FSH,
y para poder otorgarselo es necesario primero demostrar los siguientes criterios: a) Que
las isoformas sean secretadas hacia la circulacion, a través de la cual pueden alcanzar
el tejido blanco; b} Que la produccion de las isoformas esté regulada hormonalmente y
c) Que la potencia neta de |a hormona se altere in vivo paralelamente con los cambios
en la distribucion de isoformas, o que los isotipos secretados difieran funcionalmente
entre si.

Existe suficiente evidencia experimental relacionada con el primer punto. Como

mencionamos anteriormente, se han aislado maltiples variantes de la FSH a partir de
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extractos hipofisiarios en varias especies animales, desde aves {(Sakai e [shii, 1980),
anfibios (Takahashi y Hanaoka, 1981), rcedores (Uiloa-Aguirre y Chappel, 1982,
Robertson et af, 1982), bovinos (Stumpf et al., 1992; Kojima et al,1995) y equinos
{Matteri et al., 1987, Matteri y Papkoff, 1988) hasta el humano (Zaidi ef a/., 1981; 1982,
Stanton et al., 1992; Simoni ef al, 1994). La caracterizacién de estas variantes
maleculares ha demostrado que las isofermas almacenadas en los gonadotropos
hipofisiarios puede ser secretada con muy pocas o ninguna medificacion. Sin embargo
en la circulacion periférica, se encuentra una mayor proporcion de variantes
moleculares un poco méas acidas, en comparacion con las presentes en a hipofisis en el
mismo estado fisiolégico. Esto se debe a que las glicoformas con mayor contenido de
Acido sidlico son capaces de sobrevivir mas tiempo en circulacion (Wide, 1986; Ulioa-
Aguirte ef al., 1992). Tanto en extractos hipofisiarios como en la circulacidn, se han
encentrado isoformas dentrc de un amplio espectro de pH, desde el mas bésicos al
extremadamente acido (Ulloa-Aguirre et al. 1995a);, sin embargo, el grueso de las
isoformas posee un pH de alrededor de 5.5.

El segundo elemento ha sido demostrado hasta el momento en base a
asociaciones entre los cambios en el perfil de distribucion de las isoformas hipofisiarias
y/o circulantes y el estado endécrino del donador al momento de! estudio, y de hecho
podrian elaborarse algunas hipétesis basadas en los diferentes perfiles de distribucion
por carga caracteristicos de estas isoformas. Por ejemplo, 1a distribucién y secrecién de
isoformas de FSH durante condiciones fisiclogicas especificas tales como la pubertad
(Chappel et al, 1983; Chappel y Ramaley, 1985; Ulioa-Aguirre et al., 1990; 1995a;
Phillips et al., 1997) indica que ef polimorfismo de FSH es un fendmeno regulado
hormonalmente. Existen muchas evidencias experimentales que indican que tanto
estimulos hipotaldmicos como gonadales (GnRH y estrégenos) estan involucrados no
sblo en la regulacién de la sintesis y secrecidn de FSH, sino también en la modulacién
de la naturaleza motecular de la hormona, y por tanto de sus atributos biolégicos (Wide
y Naessen, 1994, Ulloa-Aguirre et al., 1995a; Wide ef al., 1995). Asi, el incremento en la
abundancia de las isoformas basicas durante la mitad ciclo menstrual de la mujer
{Padmanabhan et al, 1988; Zambranc et al., 1995) podria estar refacionado con la

mayor capacidad de estas isoformas para potenciar los efectos de la LH en la ruptura
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folicular (Timossi et af., 1998b); por el contrario, la mayor abundancia de isoformas mas
acidas durante la fase folicular temprana y fase hitea (Padmanabhan et al., 1988; Wide
y Hobson, 1993; Zambrano et al., 1995), podria estar relacionada con fenémenos que
requieren de un estimulo méas prolongado, como la proliferacion celular, y menos
intenso en factores inhibitorios de la sintesis y secrecién de la propia FSH. Por el
contrario, luego de la menopausia, un estado hipoestrogénico natural, se observa un
predominio de isoformas mas acidas (Wide y Hobson, 1983, Wide, 198%9), que se
revierte‘con la administracion de estrogenos (Wide y Naessen, 1994). A este respecto,
se ha informado que la actividad de algunas glicosiltransferasas, como las
sialiltransferasas, N-Acetylgalactosamina transferasa y galactosa-N-acetiltransferasa
pueden ser moduladas a nive! hipofisiario por estrégenos (Smith y Baenzinger, 1988;
Dharmesh y Baenziger, 1993; Damidn-Matsumura et al., 1998), lo que podria influir
sobre el grado de sializacion y sulfatacidn de las diferentes hormonas glicoproteicas.

Finalmente, el Gltimo de los elementos descritos no ha sido satisfecho por
completo, ya que la medicién de los cambios de la actividad biolégica de la FSH durante
diferentes estados fisiologicos (pubertad, ciclo menstrual) ha dado resultados
contradictorios (Padmanabhan et al., 1988, Ulloa-Aguirre et al., 1995a) . Por ofro lado,
la posibilidad de efectos diferenciales de sus isoformas no ha sido estudiado con los
analogos naturales de la hormona debido principalmente a la dificultad de aislar y
purificar en cantidades suficientes las isoformas humanas de FSH. El presente proyecto
estuvo dirigido a responder este dltimo aspecto.
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. OBJETWO

El objetivo del presente proyecto fue estudiar la posibilidad de que las isoformas de la
hormona estimulante del foliculo sean capaces de ejercer efectos diferenciales (Unicos)

o dispares {distinta potencia sobre un mismo efecto) en la célula blanco.

Nl. HIPOTESIS

Teniendo en cuenta que cada isofarma de FSH se une a su receptor en ja célula de la
granulosa del ovario, pudiendo producir una respuesta biolgica unica, o bien
cuantitativamente diferente, respecto a otra u otras glicoformas, se espera que la
potencia bioldgica relativa de cada isoforma dependera de su distribucién por carga asi
como del producto final estudiado.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Especimenes

Se colectaron hipdfisis de adultos no seleccionadas por edad ni sexo,
provenientes de autopsias realizadas luego de muerte accidental. Los cadéiveres se
conservaron a 4 - 8°C dentro de las 3 - 4 h del fallecimiento. Las hipofisis se extrajeron
antes de las 24 h de ocurrido el deceso. Las glandulas se conservaron congeladas a -
70°C hasta la preparacion de los extractos. Estos se prepararon de acuerdo a! método
de Jones ef al. (1970). Los extractos se mantuvieron a -70°C hasta su procesamiento
por cromatoenfoque.

Cromatoenfoque preparativo y cromatografia por afinidad

El cromatoenfoque (CF} de los extractos hipofisiarios se realizé siguiendo el
metodo descrito por Ulloa-Aguirre y cols. (Ulloa-Aguirre ef al., 1992; Ulloa-Aguirre ef al.,
1995b). Este método se basa en la produccion de un gradiente lineal de pH a través de
una columna de intercambio idnico. Si el gradiente es usado para separar proteinas con
diferente carga, éstas eluyen progresivamente de la columna al alcanzar su punto
isceléctrico. Para construir el gradiente de pH con limites de 7.4 a 4.0 se utilizaron ef
poliamortiguador 74 (Fharmacia Fine Chemicals, EUA) y un amortiguador de imidazo!
0.025 M. La resina empleada como fase estacionaria fue la PBE 94 (Pharmacia).

A dos lotes diferentes de extractos hipofisiarios, provenientes de cinco hipéfisis
cada uno, se les realizaron 5 cramatoenfoques preparativos en columnas de 80 cm. de
largo y 1.5 cm. de didmetro {Zambrane ef al., 1996), equilibradas con 15 volimenes de
imidazol (Sigma, St Louis, MO, EUA) 0.025 M, pH 7.4. Previo al CF, e! solvente de los
extractos hipofisiarios fue cambiado a poliamortiguador 74 por medio de cromatografia
en Sephadex G-25 (Pharmacia). Durante el CF se colectaron aproximadamente 550
fracciones de 2 mi cada una, a una velocidad de 1 ml / 4 min a 4°C, midiéndose
simuftaneamente el pH de cada fraccién. Cuando éste se estabilizé en un pH de 4.0 el
amortiguador de elucion fue reemplazado por una solucion 1 M de NaCl (Sigma) para
recuperar las proteinas retenidas a ese pH (pico de sal). Las fracciones asi obtenidas
se dividieron en diferentes alicuotas que fueron almacenadas a -20°C. Después del



andlisis de su contenido de FSH por radicinmunoensayo, las fracciones fueron
agrupadas en diferentes pozas de acuerdo a su pH de elucian. Cada poza fue dializada
separadamente contra H,Q desionizada durante 24 horas, y posteriormente contra
NH,CO3H (Sigma) 0.1 M, pH 7.4 v finalmente licfilizadas. Después de su resuspension,
cada concentrado fue transferido a columnas de 10 x 1 cm que contenfan anti-LH 1gG
BG7 inmovilizado en Sepharosa 4B (Pharmacia) para remover la LH que hubilera co-
eluido con las isoformas de FSH durante el CF. Este procedimiento eliminé mas del
90% de la LH inmunoactiva presente en la muestra original. Las isoformas t y Vil se
sometieron a cromatografia de afinidad dos veces debido a que su atlto contenido de LH
no se pudo remover satisfactoriamente con una sola elucién cromatografica. Las
muestras con mayor FSH inmunoactiva (pozas o isoformas [ a VII), libres de LH, fueron
nuevamente dializadas, liofilizadas, resuspendidas en medio de cultive de Mc Coy
(Gibco, Santa Clara, CA, EUA) y mantenidas a -70°C hasta su uso.

Radioinmunoanélisis de FSH y LH

FSH y LH humanas purificadas (FSH-11, LH-11, NIADDK, Bethesda, MD, EUA),
se radiomarcaron por el método de la lactoperoxidasa - glucosa oxidasa (Ulloa-Aguirre
et al., 1992). Las hormonas radiomarcadas fueron separadas del '**1 no incorporado
mediante cromatografia en Sephadex G-100 (Pharmacia) y posteriormente purificadas
en Concanavalina-A conjugada a Sepharosa 4B (Pharmacia). Los RIAs se llevaron a
cabo empleando reactivos donados por el Instituto Nacional de Artritis, Diabetes y
Enfermedades Renales (NIADDK) de la Unién Americana, utilizando como preparacion
de referencia al LER-907. Este estandar exhibe una heterogeneidad por carga similar a
los extractos hipofisiarios crudos. Los anticuerpos policlonales empleados fueron e} anti-
hFSH-I86 y anti-hLH-I16 que tienen una reactividad cruzada nula con la subunidad « libre
y menor de 0.1% con la LH y FSH respectivamente. La diluciéon final utilizada fue
1:250,000 para FSH y 1:125,000 para LH. Para evitar variaciones interensayo todas las
muestras de un cromatoenfoque o de un bioensayo fueron procesadas en un mismo
RIA. La variacion intraensayo fue menor del 8% para ambas hormonas y la sensibilidad
“ de 4.0 ngftubo para FSH y de 0.31 ng/tubo para LH (Zambrano ef al., 1995; Ulloa-
Aguirre et al., 1995b). Las concentraciones de las isoformas, de LER-907 y de FSH
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recombinante (recFSH) (ORG32489, Organon, Oss, Holanda) utilizada para estimular
células de la granulosa en algunos bioensayos (Ulloa-Aguirre et af, 1997), se
encuentran expresadas en términos del estandar FSH-11 a menos que se indigue lo

contrario.

Bioensayo de aromatizacion en células de la granufosa en culfivo

Este bioensayo se realizd siguiendo el métode de Jia y Hsueh (Erikson y Hsueh,
1978, Jia y Hsueh, 1986; Dahl et a/, 1989), empleande células de la granulosa de ratas
inmaduras tratadas con dietilestilbestrol (DES) (Sigma). Las células fueron dispersadas
en placas de cultivo de polipropileno de 24 o 6 pozos (Falcon, CA, EUA) conteniendo
0.5 0 2.2 ml de medio de cultivo de Mc Coy (Gibco), suplementado con androstenediona
{Sigma) 1.5 uM, DES (sigma) 0.125uM, penicilina 1U¥ml y estreptomicina (Gibco)
0.img/ml, 8 una densidad de 240,000 células totales por mililitro de cultivo (Ulloa-
Aguirre et al., 1995b). Después de 24 h de incubacion se cambi6 el medio de cultivo por
el mismo medio suplementado con un inhibidor de fosfodiesterasa, la metil-isobutil-
xantina (MIX) (Sigma) 0.125 mM y se agregaron el estandar e isoformas de FSH a
distintas dosis, cada una por triplicado. Se incubd a 37°C en condiciones de 5% CO»-
85% aire. Después del tiempo dptimo de incubacion se colectaron los medios de cultivo
y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.La concentracian final de FSH en
cada pozo se determind por RIA a partir de una dilucion concentrada de la cual se
prepararon las diferentes dosis. Las concentraciones / pozo de FSH referida en las
figuras se calcularon en 0.5 mi.

Radioinmunoandlisis de estradiol y AMPc

Estradiol (1,3,5{10[ -Estratriene-3,17beta-dicf). Se utilizaron reactivos del programa
Cuba-México de la Organizacion Mundial de la Salud (Ulloa-Aguirre ef a/., 1995b). El
anticuerpo usado fue provisto por el Primate Research Center, Sukhomi, Geargia, EUA.
La dilucion final fue 1:210,000. La reactividad cruzada fue menor de 0.02% con cortisol,
progesterona y testosterona, de 0.8% con estriol y de 22% con estrona. Debido a esto
Gitime los resultados son expresados en términos de estrégenos totales. El estradiol
tritiado (Amersham, Reino Unido) fue purificado mediante columnas de Sephadex LH-
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20 (Pharmacia) de 30 cm de altura x 1.5 ¢m de diametro. Todas las muestras de un
misto experimento se analizaron en el mismo lote para evitar variaciones interensayo.
La variacion intraensayo fue <4%.

AMPc extracelular (3-5' adenosina monofosfato ciclico). Se utilizaron reactivos
del Naticnal Hormone and Pituitary Program (Bethesda, MD, EUA). El anticuerpo
utilizado fue el CV-27, el cual se empled a una dilucion finat de 1:70,000. El trazador del
RIA fue 2-O-monosuccinil AMPc tirosil-metil-ester (Sigma) radiomarcado con "2t por el
método de la cloramina T. E! RIA de AMPc se realizé siguiendo el método previamente
descrito (Zambrano et al., 1996). El limite de deteccién del ensayo fue de 3.0 pgftubo.
Todas las muestras de un mismo experimento se analizaron en el mismo lote para
evitar variaciones interensayo. La variacion intraensayo fue menor al 6%.

Zimografia

Se realizd por el método de Granelli-Piperno, modificado por Heussen-Dowdle
{Granelli-Pipernc y Reich, 1978; Heussen y Dowdle, 1980} y optimizado para medio de
cultivo en nuestro laboratoric (Timossi et af., 1998a). Se colectaron 100 pl de medio de
cultiva de cada pozo del bicensayo e inmediatamente después se evaporaron hasta
1/10 de su volumen criginal mediante centrifugacién al vacio (Beckman, Speed-Vac). A
cada muestra se le adicioné amortiguador de carga de Laemmili (2X) y la muestra se
deposité en un gel de poliacrilamida-SDS al 12% copolimerizado con plasmindgeno
(American Diagnostica, New York, NY, EUA) y gelatina (Sigma). Terminada la
separacion electroforética (4°C, 25 mA, 90 min), se removid el SDS (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA) del gel por medic de lavado con Tris HCI (Sigma) 0.5 M pH 8.0-Triton X-100
(Sigma) 2.5% durante 1 hora. Finalmente, se incubé en amortiguador Tris-HCI 0.5 M pH
8.0 durante 16-18 h a 37 °C. El gel fue revelado, fijado y tefiido con azul brillante de
Coomasie R-250 (Bio-Rad) 0.1% disuelto en 40% metanol-10% acido acético. La
ausencia de protedlisis inespecifica fue verificada realizando una electroferesis paralela
en un gel sin plasminégeno. En el primer carril de cada gel se cargd una mezcla de
activador de plasmindgeno tisular (tPA =70 KD) y urinario (uPA =50 KD), altamente
purificados los cuales fueron usados como indicadores. El gel se fotografid y digitalizé
en un analizador de imagenes (Eagleeye II, Stratagene, EUA). En este sistema, las
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areas liticas son proposcionales a la cantidad de tPA y uPA presentes en la muestra. La
normalizacion se realizé dividiendo la absorbancia relativa del érea litica del tPA entre la
det uPA, cuya produccién no es modificada por la FSH.

Andlisis de hibridacioén por Northern blots

Se realizaron por técnicas convencionales de biologia molecular (Sambrook et
al., 1989). Aproximadamente 20 pg de ARN total previamente aislado de tres pozos de
cultivo por el método del isotiocianato de guanidinioffenol cloroformo (T rizol™, Gibco)
(Chomczynski y Sacchi, 1987) se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al
1% en condiciones desnaturalizantes' de formaldehido. Posteriormente el ARN fue
transferido por capilaridad durante toda la noche a membranas de nylon (Z-probe, Bio-
Rad) durante 16-18 h utilizando 10X SSC. Luego de provocar el entrecruzamiento’
covalente entre la membrana y el ARN por medio de luz ultravioleta (UV crosslinker,
Stratagene), las membranas se hibridaron con una sonda de ¢cDNA correspondiente al
tPA {Ny ef al., 1988), a la Pyso aromatasa (Hickey et al., 1988), o a la a—inhibina (donada
gentiimente por la Dra. V. Padmanabhan, Universidad de Michigan, Ann Harbor, M|,
EUA) marcadas con *?P por la técnica de Random Primer (Gibco), usando hexameros
de nuclettidos al azar como inicladores de la polimerizacién. Como solucién de
prehibridizacién e hibridacién se utilizé EDTA (Sigma) 1 mM, pH 8.0, NaHPO4 (Sigma)
0.15 M y SDS al 7% a 65°C por 18-24 h. Finalmente las membranas fueron lavadas con
SDS al 0.1% a 65°C por 30 min y a temperatura ambiente durante otros 30 min. Los
filtros se expusieron a placas radiograficas (Kodak XAR-5) a -70°C durante
aproximadamente 72 h. La normalizacion de la cantidad de ARN depositada en el gel se
realizé midiendo la absorbancia del bromuro de etidio incorporado a la fraccitn
ribosomal 185 del ARN total.

Transcripcién reversa {RT) seguida de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)}(RT-
PCR)

La transcripcion reversa se realizd por técnicas estandar wtilizando oligo dT y la
enzima transcriptasa reversa aislada del virus de la leucemia murina {(PCR Superscript
U™ Gibco). Brevemente, 2 pg de ARN total fueron incubados a 42°C durante 2 h con



200 Ui de transcriptasa reversa MulV en un amortiguador Tris-HCI conteniendo una
mezcia de nucledtidos y oligo dT como iniciador de la transcripcién. Posteriormente se
digiri6 el ARN con ARNasa H durante 20 min a 37°C. E!l ADN complementario (cDNA)
obtenido se sometié a amplificacién por PCR utilizando oligonucleétidos especificos
para Pusy aromatasa (Rappaport et al., 1996), tPA (generados con el progima OLIGO
4.0, National Biosciences Inc., EUA) o gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (G3PD)
(Rappaport et al, 1996). Se usaron las siguientes temperaturas y tiempos de
desnaturalizacion, alineamiento y extension durante 30 ciclos: 94°C - 15 seg, 50°C - 30
seg y 72°C - 45 seg para P.sp aromatasa y 84°C - 15 seg, 54°C - 30 seg y 72°C - 45
seg, para tPA y G3PD. El tiempo de extension para el Gitimo ciclo fué de 7 min para
ambas amplificaciones. Los productos de PCR obtenidos (584 pb para aromatasa, 539
para tPA y 515 pb para G3PD), se depositaron en un gel de ‘agarosa al 1% y se
separaron electroforeticamente durante 30 minutos a 50V. Finalmente, los geles se
tifieron con bromuro de etidio y se digitalizaron en un analizador de imagenes (Eagle
Eye lI, Stratagene). La normalizacion se realizé dividiendo la absorbancia relativa del
producto de PCR de la aromatasa o tPA entre la del G3PD.
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V. RESULTADOS

La separacién de las isoformas de FSH provenientes de los extractos
hipofisiarios revelé la existencia de multiples picos de inmunoactividad en todo el rango
de pH utilizado. En la figura 4 podemos observar el perfil de distribucion por carga de ia
FSH intrahipofisiaria. Este contiene aproximadamente 20 picos mayores de FSH
inmunoactiva en un rango de pH de >7.10 a <3.80. Se detect6 asi mismo, una elevada
inmunoactividad de LH en las primeras 170 fracciones del cromatoenfoque y en el pico
de sal. Como se menciond, las fracciones fueron agrupadas en diferentes pozas de
acuerdo a su pH de elucién, dializadas y finalmente liofilizadas. Después de su
resuspension, cada concentrado fue transferido a columnas de cromatografia de
afinidad para remover la LH que co-eluyd con las isoformas de FSH durante el CF
{Figura 4). Como se aprecia en la Tabla 1 el porcentaje de LH Iuego' de la cromatografia
de afinidad es menor al 2.5% (2.47-0.18) para aquellas fracciones que contenlan poca
LH antes de la purificacién (isoformas Il a Vil), mientras que en las dos primeras
fracciones se mantuvo un 37.7 ¥ 16% de LH. El porcentaje de reduccién de LH antes y
después de la purificacidn fue superior al 90% para todas las pozas.
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Figura 4: Patron representativo de distribucidén por pH de FSH y LH presentes en un extracto hipofisiario
enriguecido en glicoprotelnas después de su separacidn por cromatoenfoque. La flecha indica la adicidn
de la solucién de NaCi 1M. Los corchetes delimitan a las fracciones mezcladas que constituyeron cada
poza o isoforma de FSH (1 a VII).
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Tabia 1: Rangos de pH, masas de FSH y LH recuperadas luego de la purificacion mediante columnas de
cromatografia de afinidad usando un anticuerpo monocional contra LH.

Poza # pH FSH (ug/ml) LH (ug/ml) LHIFSH %
] >7.10 17.93 6.76 37.7
| 6606.20(64) | 348.37 55.83 16.00
W 5.47-5.10(5.3) | 1791.00 13.00 072
™ | 5.06460(48) | 2390.00 12.20 0.51
V | 476412 (4.44) | 1696.00 6,97 0.43
Vi | 4.05382(305)| 12880 319 247
Vi <3.80 3747.90 691 0.18

Estandarnizacién temporal de los productos finales

La estandarizacién se llevé a cabo incubando células de la granulosa de rata
prepdber durante distintos intervalos de tiempo con 2.8 ng de recFSH que es la dosis
que produce el 50% de estimulacién (EDsg) para estradiol (Ulloa-Aguirre et al., 1995b;
Zambrano et al., 1995). Brevemente, se cultivaron las células durante 24 h con medio
de Mc Coy sin el suplemento de inhibidores de fosfodiesterasas. A las 24 h se sustituyd
por medio GAB suplementado con metil-isobutil xantina (MIX) y se estimulé con
recFSH. A distintos tiempos se cosechd el medio y/o se extrajo el ARN total de las
células de la granulosa. En la figura 5 se observa la evolucién temporal de la produccion
de estradiol y en la figura 6 la induccién del ARNm de la Psso aromatasa. Fue posible
detectar por primera vez la produccién de estrégenos a las 12 h de cultivo y su
produccion aumenté de manera exponencial hasta las 48 h. Luego de este tiempo no se
observé incremento en su produccion .

29



estrogenos (ng/pozo)

D.O. relativa vs control

20 -

C e 4 e .

16
12 -
0: ] ,
C 6 12 24 4872
tiempo (h)
2.6Kb
— 185
2W -
g
%
N Z
Z
é
N7 BA7R% 7

48

60

Figura 5: Evolucién temporal
de la produccién  de
estrégenos por células de la
granulosa en cultivo. Las
células se estimularon con
2.8ng de recFSH y a las
horas indicadas en las
absisas se colectd el medio
de cultivo y se analizd su
contenide de esirégenos por
RIA C= Control, células sin
estimular,

Figura 6: Evolucion temporal
de la induccion del ARNm de
P.e aromatasa por celulas
de la granulosa en cultivo.
Las células se estimularon
con 2.7ng de recFSH y a las
horas indicadas en la grafica
(absisas) se colectd el ARN
total y se analizd su
contenido de ARNmM
especifico de Py aromatasa
por hidridizacion en Northern
Biot. C= Confrol, células sin
estimular
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En base a estos resultados se determind que el tiempo de estimulacion con FSH
de las células de la granulosa en cultivo para el andlisis de estrogenos totales como
producto final deberia ser de 48 h, mientras que para el de!l ARNm de Paso aromatasa
de 24 h. ’

De forma similar se realizd la estandarizacion temporal de la produccion de
AMPc (Figura 7). Obteniéndose una produccién maxima a las 48 h para luego
descenderalas 60y 72 h.

6

Figura 7: Estudio temporal
de la produccién de AMPc
4 1 - en células de la granulosa en
cultivo. Se estimularon las
células con  2.7ng de
recFSH, y a las horas
indicadas en la grafica se
colecté el medio de cultivo y
2 se determint el contenido de
AMPc por RIA. Se observd
un maximo a las 48 h, y un
descenso posterior
presumiblemente por accién
de fosfodiesterasas.

AMPc (pmol/pozo)

6 12 24 18 72
tiempo (h)

Se realizé asl mismo un experimento para determinar la actividad enzimatica de
activador de plasmindgeno tisular. Se estimularon células de la granulosa con
cantidades crecientes de recFSH durante 24, 48 y 72 h a fin de determinar tanto la
minima concentracion de FSH que producia una actividad enziméatica de tPA como el
tiempo minimo en la cual ésta se podria detectar. La actividad enzimatica de tPA por
zimografia, fue solo detectable a las 72 h de cultivo (figura 8). La dosis minima a la que
se detecta la actividad de tPA fue 1.4 ng.,
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Figura 8: Induccién de la produccién de activador de plasmindgeno tipo tisular por celulas de la
granulosa a las 72 h de cultivo. Se estimularon las células con diferentes dosis de recFSHy alas 72 h se
cosecho el medio de cultivo, se redujo su velumen por evaporacion al vagio y se determint la actividad de
tPA por zimografia. Se observd que la dosis de 1.4ng produce un area de lisis que es diferente a la del
controf (C= células sin estimular); las dosis mayores producen un aumento del area lisada de forma dosis
dependiente.

La estandarizacién del tiempo de induccién del ARN mensajero de tPA reveld
que éste posee un primer maximo de actividad a las 12 h y un segundo maximo a las
60 h posteriores al estimulo (Figura 9). La produccién de este ARNm inducida por FSH
no disminuyé como en el caso del ARNm de P.gy aromatasa por lo que se decidié tomar
como tiempo de cosecha 12 horas después del estimulo.

Figura 9: Estandarizacién
temporal de la induccién dei
ARNm de tPA. Las células
se estimuiaron con 2.8ng de

FSH recombinante y se
-18S colects el ARN total a las
horas indicadas. En el panel

0 6 12 24 48 60 72 h superior se cobserva la

induccién del ARNm de tPA.

14 El primer maximo ccurrié a
las 12 h posteriores al
12 A estimulo con FSH
g 7 recombinante y un segundo
= 10 1 maximo a las 60 h de cultivo.
© 7 / En el panel medic podemos
— 8 / 7 / observar el ARN ribosamal
O / / 185 del mismo gel, con el
~ 5 / / cual se normalizé el northern
D‘ / / / blot. En el panel inferior se
4 1 / presenta la densidad optica
. / / / relativa en la cual se observa
o 2 1 / cuantitativamente este
4 fendmeno.
0 ez . ; : _
0 5 12 24 48 60

tiempo (h)
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En ia figura 10 se observa la evolucidon temporal de la induccion del ARNm de «-

inhibina inducido por recFSH. Al igual que en los experimentos anteriores, se extrajo el

ARN total, y se analizd |la produccién del ARNm especifico para a-inhibina inducido por

L recFSH por hibridizacién por Northern Blot. La maxima produccion de este ARNm se

' detecta a las 24 h post-estimulo.
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Figura 10: Evolucion
temporal de fa induccién del
ARNm de a-inhibina por
células de la granulosa en
cuttivo. Llas células se
estimularen con 2.7ng de
recFSH y a las horas
indicadas en la grafica se
aisld el ARN ftotal y se
analizéd su contenido de
ARNm especifico de a-
inhibina por hidridizacion en
Northern Blots. En el panel
superior se observa la
induccion del ARNm de -
inhibina. El  maximo se
encuentra a las 24 h
posteriores al estimulo con
FSH recombinante. En el
panel medio podemos
abservar el ARN ribosomal
18S del mismo gel, con el
cual se normalizé el northern
biot de tPA. En el panel
inferior se presenla la
densidad optica relativa en la
cual s€ observa
cuantitativamente este
fendmeno. C= células sin
estimular
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Estudio de la actividad biolégica de las isoformas de FSH
Estrégenos totales

Todas las isoformas, con excepcion de la mas basica (y menos sializada; pH
>7.10), indujeron la aromatizacion de androgenos en células de la granulosa de manera
dosis-dependiente (figura 11). El comportamiento de las isoformas 11 a VIl siguié un
patrén de actividad bioldgica en el cual las formas menos écidas (isoformas Il a IV, pH
6.6 a 4.6 ) fueron mas potentes que sus contrapartes mas acidas (isoformas V a Vil, pH
4.76 a < 3.88) la potencia relativa fue: isoforma Il > 1ll > [V > V > VIi > VI. La tabla 2
muestra la potencia biolégica para la induccién de la aromatizacién de cada isoforma
expresada como la relacién actividad bioldgicafinmunolégica (B:l) de cada una de ellas
{media + DE de tres experimentos). Como se observa en la tabla, las isoformas menos

acidas (II-1V) mostraron una potencia ~1.8 a 3 veces mayor a la de las mas acidas.
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Figura 11: La habilidad de producir estrégenos de dosis creclentes de las isoformas purificadas de LH,
Se estimularon las células con las dosis indicadas de cada iseforma durante 48 h, luego de lo cual se
colectd el medio de cultive y se determiné el contenido de estrogenos totales por RIA. Se observa el
aumento dosis dependiente en todas, salvo la isoforma |



Tabla 2: Cociente actividad biolégica para la induccion de la aromatizacion / actividad inmunologica de
las isoformas | a Vil de la FSH

AL 6.40 53 48 4.44 3.95 >3.8

Bl - 1.24+0.05" | §.9020.04° | 0.7610.02° | 0.62+0.04" | 0.370.04' i 0.49:0.03°

Cas distintas: letras indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p<0.05, ANOVA yﬂ'

prueba de )

En virtud de que ia isoforma | posee un bajo grado de sializacion (a juzgar por su
pH de elucion), se analizé la posibilidad de que pudiera éomportarse como un
antagonista de la acciébn de FSH sobre su célula blanco. Para ello, se disefd un
experimento en el gue se incubaron células de la granulosa en presencia de
concentraciones estimulatorias al 50% (EDsq) para aromatizacion (figura 12b) de
recFSH o de un estandar altamente purificade de FSH hipofisiaria (FSH-l1) con
cantidades crecientes de ia isoforma | (codificada con fines descriptivos como FSHi)
(figura 12a). Como se muestra en la figura, FSHi inhibié la produccidn de estrégenos
inducida por el estdndar de FSH hipofisiaria de manera dosis dependiente. Por el
contrario, la isoforma Vll empleada como control positivo en el experimento se comportd
como un agonista de la FSH (figura 12c). Se observa efecto inhibitorio estadisticamente
significativo a partir de la dosis de 0.35ng. La dosis inhibitoria al 50% (IDs) es de
aproximadamente 1.4 ng de Isoforma |.
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Figura 12: Efecto inhibitorio de la isoforma | {FSHi) en la produccién de estradiol inducida por EDs de
FSH-1. (a). Las células fueron incubadas durante 48 h en presencia de 2.8 ng de FSH-11 (inicamente
(barra con lineas diagonales), de 2.8 ng de FSH-I1 + concentraciones crecientes de la isoforma 1 (O) o de
la isoforma | sola (®). Se puede observar un claro efecto inhibitorio de FSHi a partir de la dosis de 0.35
ng. (b). Curva dosis-respuesta de la produccion de estradiol inducida por el estandar FSH-11. {c): Efecto
agonista de la isoforma Vil en la produccidn de estrégenos inducida por FSH-I1, en condiciones similares
a las descritas para la isoforma | o FSHi. C= control en ausencia de FSH.

A la dosis maxima la inhibicién alcanzada es superior al 95%. Este hallazgo
sugirio que la actividad de aromatizacién de andrégencs previamente detectada con
preparaciones no purificadas de esta isoforma basica (Ulloa-Aguirre et al., 1992) pudo
haber sido causada por el elevado contenido de LH presente en la muestra original. De
hecho, como se muestra en la figura 13, LH altamente purificada fue capaz de inducir [a
produccién de estradiol en células de la granulosa en cultivo cuando se incubaron en
presencia de concentracicnes elevadas de este estandar. E! efecto de LH sobre la

aromatizacién no fue debida a la presencia de trazas de FSH presentes en esta



preparacion altamente purificada, ya que este efecto fue efectivamente bloqueado con

la adicién de un anticuerpo anti-LH humana a la incubacion (Figura 13).
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Figura 13: Cambios en la concentracién de estrégenos secretados al medio de cultive en el bioensayo de
células de la granulosa al ser estimuladas con FSH o LH hipofisiarias altamente purificadas. Las células
fueron cultivadas durante 48 h con cantidades crecientes de FSH-11 (A) o LH-11{®). Las células
expuestas a LH fueron también incubadas con anti-LH a diluciones 1:2000 (@) o 1:1000 (O) .

Produccion de AMPc

La figura 14 muestra la produccién de AMPc inducida por las diferentes
isoformas (Il a VII) de FSH. Aunque todas la isoformas estimularon la acumulacion de
este segundo mensajero de manera dosis-dependiente, las variantes menos acidas
fueron mas potentes que las mas sializadas en este efecto a juzgar por el
desplazamiento hacia la izquierda de sus curvas dosis-respuesta. La potencia relativa
para AMPc fue: Isoforma Il pHG.4 > Ili pH5.3 > IV pH4.8 > V pH4 .44 = VIl pH(<3.88) <
VI pH3.95.
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Figura 14: Capacidad de las
isoformas purificadas de
FSH hipofisiaria para inducir
la produccidn de AMPc en
un cultivo de células de la
granulosa. tas ceélulas
fueron  preincubadas en
medio fibre de
fosfodiesterasas durante 24
h, para luego ser
estimuladas durante 48 h
adicionzles por cada una de
las isofornas preparadas en
medio suplementado con
MIX. Después de |Ia
incubacién la concentracion
de AMPc extracelufar fue
determinada por RIA.
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Los efectos de la FSHi en la acumulacién de AMPc se muestran en |a figura 15.
En presencia de la EDsp de FSH-I1, FSHi en bajas dosis (0.09 a 0.36 ng) fue capaz de
incrementar significativamente la produccién de AMPc, mientras que a dosis mayores
(1.4 a 2.8 ng) la isoforma no presentd efecto alguno sobre la produccién de AMPc
inducida por el estandar FSH-I1 (Figura 15a). Por otro lado, el efecto de la isoforma Vil
sobre la produccién de AMPc (figura 15c¢) siguié un patron similar al mostrado en la
figura 12c para la produccion de estrégenos.
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Figura 15: Efecto de FSH-I4, FSHi y la isoforma Vi sobre la produccién de AMPc por las células de la
granulosa. Las células fueron estimuladas durante 48 h can FSH-I1 en ausencia (barras cruzadas) o
presencia de cantidades crecientes de FSHi o de la isoforma Vil (a): Efecto de FSHi en la produccion de
AMP¢ estimulada par FSH-11; (b). Inhibicién dosis-dependiente de la aromatizacion de andrégencs
inducida por FSH-I1 en el mismo experimento mostrado en (&), (c). Acumulacion de AMPc luego de
coincubar la isoforma Vil con FSH-1. * p<0.01 vs [as dosis menores y mayores de FSHi vs FSH-11 sola.
C= control en ausencia de FSH.
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Induccién de la actividad ehzimética del activador tisular del plasminégeno (tPA)

La capacidad de los activadores del plasmindgeno [tPA y urokinasa (uPA)]
producidos por la célula de la granulosa en respuesta a las isoformas |l a Vil se muestra
en a figura 16. En e! panel superior de la figura 16 se puede observar que la actividad
litica inducida por !a presencia de tPA varié con las distintas isoformas mientras que,
como era de esperarse, la del uPA se ' mantuvo practicamente constante. Las isoformas
Il a IV mostraron una potencia ~2.5 a 4.5 veces mayor a la de sus analogos mas acidos
(V-V}, tal y como se muestra en la normalizacién representada en el panel inferior de

la misma figura.
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Figura 16: El panel superior muestra un zimograma representativo en el cual el area iitica superior marca
la actividad enzimatica del tPA y la inferior fa del uPA. Las células de la granulesa fueren cultivadas
durante 72 h en presencia de cada una de las isoformas de FSH, Después de la incubacidn el medio de
cultivo fue colectado de cada pozo realizdndose posteriormente la zimografia tal y como se indica en
Materiales y Métodos. La actividad litica normalizada [densidad optica (D.O.) relativa del tPA/ D.O.
relativa del uPA) reveld un mayor efecto de las isoformas basicas en comparacion con sus andlogos mas
acidos (panel inferior). C= incubacion control en ausencia de estimulo. Los resultados mostrados fueron
reproducidos en 2 experimentos adicionales. Los geles control (co-polimerizados con gelatina
unicamente) no mostraron actividad litica en las zonas correspondientes a pesos moleculares de 70 y 50
KD.
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El efecto de FSHi sobre la actividad enzimatica de tPA fue analizado incubando
células de la granulosa en presencia de FSH-11 + 2.8 ng de FSHi. Como se muestra en
la figura 17, FSHi (isoforma I} inhibio completamente la actividad enzimatica del tPA
inducida por FSH-I1. En el carril 3 de ia misma figura se puede observar el area litica
inducida por 2.2 ng de FSH-11 y en los carriles 5 y 6 los efectos agonistas de la isoforma
VL.

1 2 3 4 5 B 7

Figura 17: Efecto de FSHi sobre la actividad enzimatica de tPA. Carril 1: células sin estimular, carril 2; 1.4
ng de FSH-11, carril 3; 2.8 ng de FSH I-1, carril 4. 5.4 ng de FSH-I1, carril 5: 1.4 ng FSH-11 + 1.4 ng de
tsoforma VI, carril 6: 1.4 ng FSH-11 + 2.8 ng de Isoforma VI, carril 7: 2.8 ng FSH-11 + 1.4 ng de |soforma

Anélisis de la induccién del ARNm de P450 aromalasa

En estos experimentos, se estimularon células de 1a granulosa en cultivo con 2.8
ng de cada una de las isoformas. Las células de la granulosa se incubaron en ausencia
de inhibidores de fosfodiesterasa durante 24 h, luego de lo cua! se cambio a medio GAB
con MIX. Después de 24h mas de incubacidn en presencia de cada una de las
isoformas (li a VIl) se extrajo el ARN total y se analizd la expresion del gene de la Pysp
aromalasa (produccion de ARNm especifico) por medio de analisis de hibridacidn
(Northern blot) con una sonda especifica de cDNA tal como se describe en Material y
Métodos. La induccidn de los tres transcriptos del ARNm de |a aromatasa (Hickey et al.,
1988) por la isoformas de FSH fue cualitativamente similar a la de la produccidén de
eslrogenos, ya que la mayor produccién de este mensajero se observé con las
isoformas menos 4acidas y la menor con las mas acidas o sializadas (figura 18). Para
corroborar los resultados anteriores se realizé RT-PCR de la P450 aromatasa. Como se
puede observar en fa figura 18, la aplicacion de esta técnica alternativa confirma los

resultados del estudio por hibridacion.
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Figura 18 izquierda: El panel superior muestra un analisis representativo de hibridizacion por Narthern
Blot del ARNmM de citocromo P.s aromatasa inducide por las isoformas de FSH Il a Vil. Cp: Coentrol
positive {ARN total extraido de ovarios de rata de 18 dias de gestacion) ; Cn: Control negativo (células de
la granulosa en ausencia de FSH). Est: estandar de FSH (LER-807, 2.7 ng}. El panel inferior muestra la
relacion biologica : inmunoldgica de las isoformas (1 a VIl en términos de produccion de estradicl (datos
obtenidos de Ia tabla 2). Observese la correlacion entre la potencia de las diferentes isoformas de FSH
para inducir la citocromo P450 aromatasa y la produccidn de estrdgenos Estos resultados son
representativos de 2 experimentos independientes. Figura 18 derecha: Panel superior RT-PCR del
ARNm de P450 aromatasa inducido por las diferentes isoformas de FSH (! a VII). Pane! intermedic, el
mismo andlisis pero del ARNm de glicerhaldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3PD, enzima constitutiva
de la gluconeogénesis). Panel inferior, normalizacion de la produccién del Arnm inducido por las
isoformas de FSH (densidad oplica de P450 aromatasa / densidad optica de G3PD).

El efecto antagonista de la isoforma | en la produccion del ARNm de la P450
aromatasa inducida por recFSH se pone de manifiesto en fa figura 19. La isoforma |
inhibio la induccidén del ARNm de Pysq aromatasa por recFSH (carril 4}, y fue incapaz de
activar la transcripcién del mismo ARNm por si sola (carril 5). Ademas este inhibidor no
tuvo efectos sobre la sintesis del ARNm de G3PD (carriles 8 y 8) lo que indicd la
especificidad de la isoforma antagonista sobre la accién de recFSH.
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Figura 19: RT-PCR del ARNm de la P.s; aromatasa inducida por la isoforma |. Las células se cultivaron
durante 24hs en medio de cultivo libre de inhibidores de fosfodiesterasas; posteriormente se estimularon
con recFSH 2.7ng (carril 3), recFSH 2.7 ng + Isaforma | 1.4ng (carril 4), Isoforma | 1.4ng (carrii 5). Se
extrajo el ARN total y se realizé la transcripcién reversa seguida de PCR de cada uno de los ¢DNA
obtenidos. Del carril 6 al 9 se observa el mismo analisis del ARNm de la gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa (G3PD). Carril 1: Standard de peso maolecular.

Andlisis de la induccién del ARNm de tPA

Como se muestra en la figura 20, todas las isoformas con actividad agonista (Il a

VIl) fueron capaces de estimular la produccion de ARNm para tPA. En estos

experimentos, las isoformas con mayor potencia fueron las L, 1l y V.
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Figura 20: Analisis por
hibridizacion por Narthern
Blot del ARNm del tPA
{panel superior) inducido
por las isoformas de FSH
Il a VIl en células de la
granulosa en cultivo. El
oanel intermedio
representa el ARNr 185
del mismo gel de
hibridacién, en tants que
el panel inferior muestra
la normalizacién
correspondiente. Est=
estandar de FSH
{recFSH), C= células sin
estimutar.
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En el caso de la isoforma |, los resultados fueron semejantes a los observados
para la Pss aromatasa, encontrandose inhibicion del ARNm del tPA inducida por
recFSH unicamente en las incubaciones realizadas en presencia de la isoforma | (FSHi)
(figura 20).

Figura 21: Inhibicién de la expresidn del ARNm de tPA por la isoforma |. Carriles 1y 10 estandar de pesc
malecular, carriles 2 a 5, RT-PCR del tPA [2: células de la granulosa sin estimular; 3: células estimuladas
con recFSH 2.8 ng; 4.células estimuladas con recFSH 2.8 ng + FSHi 1.4 ng; 5: celulas estimuiadas con
FSHi 1.4 ngl; carriles 6§ a 9, RT-PCR de G3PD con los mismos estimulos que en los carriles 2 a2 5
respectivamente; carril 11, control positivo de tPA, carril 12 contro! positivo de Pusy aromatasa.

Analisis de la induccién del ARNm de a-inhibina (a-INH)
La a-inhibina es la subunidad comdn de las diferentes fermas de inhibina, Esla

es una proteina sintetizada por las células de la granulosa en respuesta a la FSH, a
iravés de la activacién de la protelna Gas y la cual tiene actividad inhibitoria sobre: la

sintesis de FSH a nivel hipofisiario.
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La deteccién de la subunidad o de INH o de su ARNm puede ser utilizada por lo tanto
como marcador de la actividad bicldgica de FSH en sistemas in vitro. En este estudio
(figura 22), se encontraron resultados opuestos a los observados para el ARNm de
P450 aromatasa y tPA (figuras 17 y 20). Las isoformas mas acidas fueron lfas més
potentes para inducir la produccion del ARNm de a-INH que sus contrapartes menos
acidas/sializadas.

Estudio del mecanismo de accién de la isoforma I (FSHI)

La observacion de gue FSHi en dosis bajas fue capaz de estimular la
acumulacion de AMPc y de potenciar parcialmente el efecto de la FSH hipofisiaria, y de
que la exposicion a esta isoforma por 24h de células de embrion fetal humano que
expresan el receptor humano recombinante de la FSH resultara en una acumulacion
significativa de AMPc¢ {resultados preliminares no mostrados), sugirié que el mecanismo.
de inhibicidn de esta isoforma en la produccion de estragencs y del tPA inducidos por
FSH hipofisiaria podria ser ejercido en niveles posteriores a la formacion de este
segundo mensajero. Para demostrar esta hipétesis, analizamos el efecto de FSHi sobre
la produccién de esiradiol y actividad del {PA inducida por el dibutiril-AMPc (DBAMPe:
un analogo del AMPc que es degradado lentamente por fosfodiesterasas).

Figura 23: Efecto de FSHi y de la
isoforma VIl en la produccién de
tPA  (panel superior) y de
c + + + - - . DBAMPc  asgiragenos {panel inferior) inducida
+ + +  recFSH por DBAMPc o recFSH. Células de
+ - FSHi la granulosa fueron incubadas

- +

Isoforma VIl durante 72 haras en ausencia (C) o
presencia de DBAMPc o racFSH,
7— . solos o coincubados con FSHi o la
6 / isoforma WIl.  La  actividad
/ 7‘ enzimatica de {PA fue
/ / posteriormente analizada .por
4 /

produccion de estrégenos por RiA
{pane! inferior). * p<0.05 vs
/ DBAMPG solo; ™ p<0.05 vs recFSH

Z zimografia (panel superior) y la

sola. Se encontraron resultados

*
kd % . / similares en 2  experimentos
W W / independientes adicionales.
0 r=r—
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Come muestra la figura 23, la isoforma | (FSHi) inhibié tanto la produccion de
estradio! como la de tPA inducida por DBAMPc (carril 3} o recFSH (carrii 6), mientras
que los efectos del andlogo fueron potenciados por la isoforma Vii {carrit 4 y 7
respectivamente).

Conociendo que la via de traduccién de sefial a través de la cinasa de proteina C
(PKC) puede bloquear algunas acciones mediadas por FSH sobre la célula de la
granulosa y de Sertoli (Lambert et af, 1991, Hong et al, 1995), investigamos la
posibilidad de que los efectos antagonistas pudieran estar relacionados con la
activacién de PKC. Para ello se incubaron células de la granulosa con recFSH y de
FSHi en presencia o ausencia de estaurosporina, un inhibidor muy efectivo de la PKC.

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 24.

S 12 /i

® 0 44 % é % 77A VA /
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- + - + - - - FSHi
- - - - - + + lIsoforma Vi

Figura 24: Efecto del inhibidor de la PKC estaurosporina sobre la produccién de estradiol por células de
ta granulosa de rata en cultivo, Las células fueron estimuladas con 2.7 ng de recFSH durante 48hs en
ausencia o presencia de estaurosporina 0.5 nM, 1.4 ng de FSHi o 1.4 ng de la isoforma V1. Al final del
periodo de incubaci6n se colectd el medio de cultive y se analizé su contenide de eslrégenos totales por
RIA. Los datos representan la media + desviacién estandar de incubaciones por triplicado. Los valores
(media +DE) para las incubaciones control fueron: 0.410.03 ng/pozo (ausencia de homonas o de
estaurosporina), 0.5:0.02 ng/pozo (FSHi so0la) y 4.710.2 ng/pozo (Isoforma VIi). Diferentes letras sobre
las barras indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre ellas (p<0.05).
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Como ha sido informado previamente (Lambert et al., 1991; Hong et al., 1985 ),
la inhibicion de la PKC por la estaurosperina indujo un leve pero significativo aumento
en la aromatizacion de andrégenos tanto basal como inducida por FSH. La inclusién del
inhibider de esta cinasa no alterd, sin embargo el efecto inhibitorio de FSHi sobre la
produccion de estradiol mediada por recFSH indicando que su efecto antagénico fue

independiente de [a activacién de esta via.

Para descartar la posibilidad de que la inhibicién de los efectos de la FSH por la
isoforma | (FSHi) hubiera ocurido de forma inespecifica por la accién de un factor
contaminante presente en la muestra (que pudiera interferir con la viabilidad celular o
bien inhibir inespecificamente la produccién de estradiol y tPA), se /ealizaron dos
experimentos adicionales. En el primero se incubaron células de la granulosa en
presenciz de recFSH, recFSH y FSHi o FSHi sola y después de 48h se analizo la
viabilidaa celular a través de la capacidad de las céluias para excluir el colorante
colorante vital azul de tripan. €| andlisis cualitativo mostrd que no hubie diferencias en
ios patrones de tincion entre los grupos celulares que recibieron los diferentes

fratamientns mencionados.

tPA -

Figura 25: inmuno-
neutralizacidn de los efectos
nhibitorios de FSHi sobre la
actividad del tPA (oanel
superior) y la produccién de
estrogenos (panel inferior)
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— 10 1 inducida por D8AMPc en
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En el segundo experimento (figura 25) se midio la produccion de estrégenos y
tPA inducida por DBcAMP y por DBCAMP coincubado con FSHi en presencia o
ausencia de anti-FSH-6 {un anlicuerpo policlonal altamente especifico dirigido contra la
FSH humana) a un titulo suficiente que bloqueara los efectos de cantidades
equivalentes de recFSH (resultado no mostrado). El anticuerpo anti-FSH revirtié en un
60% y 80% los efectos inhibitorios de la isoforma | en la produccidn de estradiol y de
tPA inducidos por DBAMPc.
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VI. DISCUSION

Los oligosacaridos de las hormonas glicoproteicas son indispensables para la
expresion de su actividad biolégica (Ulloa-Aguirre ef al,, 1995a). Se ha demostrado que
la remocién parcial de sus oligosacaridos, ya sea por mutagénesis dirigida o por
tratamientos enzimdaticos o quimicos disminuye la actividad bioldgica de estas
hormonas (Bishop ef al., 1994;1895), mieniras que la eliminacién completa de los
mismos mediante los procedimientos anteriores produce la pérdida total de la actividad
biologica, conservandose la capacidad de unién a su receptor y convirtiendo a la
variante artificial o sintética en un antagonista de la hormona silvestre o natural capaz
de inhibir su unién al receptor y la generacién de segundos mensajeros: (Sairam y
Bhargavi, 1985; Manjunath y Sairam, 1982).

En el presente estudio, analizamos en detalle la actividad biclogica in vitro de
siete variantes por carga de la FSH hipofisiaria a las cuales se les extrajo por
cromatografia de afinidad [a LH gque habitualmente co-eluye con ellas en el CF. Los
puntos isoeléctricos de las isohormonas aisladas variaron desde >7.1 para la isoforma |
hasta < 3.8 para la obtenida en el pico de sal (isoforma VIl), demostrandose la gran
heterogeneidad por carga, y por lo tanto la alta variabilidad en contenido de acido
sidlico presente en la FSH de origen natural (hipofisiaria). Todas las isoformas, fueron
capaces de inducir la sintesis del segundo mensajero (AMP¢) generado por la
activacion de la via dependiente de la proteina Gas, y con la excepcion de la mas
basica (isoforma I) la secrecidn de al menos dos productos finales (estrégenos y tPA),
asi como la expresion de sus genes respectivos medida a través de la sintesis de sus
ARN mensajeros. La isoforma | o FSHi, la cual mostré una baja actividad agonista en
términos de produccién de AMPc, posee presumiblemente una mayor proporcion de
oligosacaridos relativamente ricos en manosa y de estructura hibrida (Creus et al,
1996} que de aquellos de estructura compleja que terminan en acido sialico (Ulioa-
Aguirre et al., 1984). A este respecto, esta isoforma natural es estructuralmente similar
a la FSH recombinante producida en baculovirus, la cual esta pobremente glicosilada
(Jarvis y Finn, 1995), pero diferente a los analogos sintéticos con actividad antagonista,

los cuales estan completamente deglicosilados (Sairam, 1989).
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La induccion de la sintesis de los diferentes productos finales, asi como de sus
ARNm no fue sin embargo uniforme para las isoformas que presentaron actividad
agonista (Il a Vil). Las variantes de la FSH menos &cidas (isoformas Il a IV, con un
contenido relativamente bajo de &cido sialico y posiblemente con oligosacéridos de baja
y mediana complejidad) mastraron una mayor actividad biolégica a nivel de la célula
blanco que sus contrapartes ricamente sializadas (V a VIl), y al menos entre estas
variantes no encontramos efectos diferenciales o Unicos en cuanto a su capacidad de
inducir la produccion de estradiol y tPA, pero si una actividad biologica dispar. La
potencia relativa de las isoformas menos acidas versus las mas acidas para inducir la
actividad enzimatica de tPA fue mayor que aquella para producir estrégenos (2.5 a 4.5
veces vs 1.8 a 3 veces, respectivamente). El potente efecto sobre la produccitn de tPA
presentada por las isoformas meﬁos Acidas podria estar relacionado con el fenémeno
de la ovulacién, ya que se ha demostrade que la secrecion de estas variantes se

incrementa significativamente en el periodo preovulatono de! ciclo menstrial de la mujer

' (Zambrano et al, 1995; Padmanabhan et al., 1988). Tal pareceria, por lo tanto, que [as

diferencias en actividad bicl6gica intrinseca (presente estudio) y vida media circulante
(B'en-Rafael ef al,, 1995) entre las diferentes isofdrmas de la FSH se correlacionan con
los cambios en e! patrén de secrecién de las mismas durante el ciclo menstrual,
aparentemente, la predominancia de isoformas circulantes fuertemente &cidas y de
desaparicion plasmatica lenta (Ben-Rafae! et al., 1995; Timossi et al, 1998b} durante [a
fase folicular estaria relacionada con la necesidad de un estimulo gonadotrépico
moderado pero sostenido que regule procesos fisioldgicos tales como el crecimiento y
la maduracién foliculares, en tanto que el aumento en la secrecion de isofomas menos
&cidas de corta accién (poco sializadas) que se observa en la fase folicular tardia y la
preovulatoria responderia a la necesidad de un estimulo potente y breve que conlleve a
la ruptura del foliculo y la ovulacién sin sobrestimular otras funciones del aparato
folicular o a los foliculos en desarrollo destinados a madurar en los ciclos subsiguientes.

Otro efecto dispar encontrado en este estudio fue sobre la produccién del ARNm
de c-inhibina, la cual fue significativamente mayor en respuesta al estimulo de las
isoformas mas acidas/sializadas que a sus contrapartes con menor grado de sializacidn.
Este efecto, no descrito previamente para fas isoformas naturales de esta
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gonadotropina, podria ser debido a las siguientes razones: 1- Ha sido recientemente
descrito el efecto inhibitorio de los estrégenos producidos en respuesta al estimulo
gonadotropico sobre la transcripcion del gene de la o-inhibina en células de la
granulosa de rata en cultivo (Tate ef al, 1996, Tekmal ef al, 1996). Dado que la
produccion de estrégenos es mayor para las isoformas menos &cidas (tabla 2) y menor
para las variantes mas sializadas, se esperaria que a mayor produccién de estrégenos
menor produccién del a-inhibina. Este efecto paracrino o autécrino, esta mediado por
mecanismos de transduccién de sefial hasta ahora desconocidos y podria explicar, al
menos en parte, la regulacién negativa de los estrébgenos sobre la produccién de
inhibina luego del pico gonadotropico preovulatorio (Tekmal et al., 1996). 2- Como se

discuti6 previamente, e!- receptor -de FSH envia sefales intracelulares

- fundamentalmente a través de -vias dependientes de AMPc, es decir induce la -

transcripcion de factores activadores o fepresores tales como el CREB y el CREM
respectivdmentz. Asi, el segundo mecanismo podria llevarse a cabo a través de la
supresion de ia transcripcién del gene de la o-inhibina desencadenada por un represor
inducible temprane de AMPc (ICER) producido en respuesta a la estimulacién de la
célula de la granulosa por FSH (Mukherjee et al, 1998). EIl ARNm del.ICER se
transcribe desde un promotor intrénico del CREM (Molina ef af., 1993) y codifica para
una proteina que contiene los dominios de unién-al ADN y de dimerizacion pero que
carece de los dominios de transactivacién y los de cinasa-inducible, por lo que actua
como un potente represor. El promotor intrénico del ICER es en si mismo inducido par
AMPc, por lo cual su expresidn esta autorregulada. 3- Ha sido recientemente sugerido
que la estimulacion de la expresion del gene de la a-inhibina mediada por FSH requiere
obligadamente de la activacion de cinasas de tirosina endégenas a través de la
activacién del receptor de factor de crecimiento semejante a insulina (IGF-1) (Li et al,
1998). Ademds, la FSH es capaz de regular en forma decreciente la produccién de las
proteinas ligadoras del factor de crecimiento semejante a insulina (IGFBP’s) en la célula
de la granulosa (Barreca et al, 1996, lwashita et al., 1994). Por ello, otro mecanismo
podria relacionarse con la capacidad de cada isoforma para inducir en forma diferencial
la sintes'is de IGFBP's, regulando de esta manera la concentracion de IGF-l libre. En

esta Ultima eventualidad se tendria que asumir que las isoformas menos acidas son
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menos potentes que las mas acidas para inducir la produccion de estas proteinas
unidoras de IGF-1.

Solo una isoforma de entre todas las isoformas naturales de la FSH hipofisiaria
fue capaz de inducir un efecto diferencial. La isoforma | (FSHi) inhibio la accion de FSH
en la aromatizacion de andrdgenos y la induccion de tPA por células de la granulosa en
cultivo. Este efecto no pudo ser detectado en estudios previos debido al alto contenido
de LH presente en la preparacion original (Zambrano et al., 1996) y/o al empleo de
columnas de cromatoenfoque de menor resolucion (Ulloa-Aguirre et al., 1992} o cual no
permite separar adecuadamente las isoformas béasicas con actividad antagonista de
aquellas con actividad agonista (cbservaciones inéditas). Mas aun, los efectos
antagonistas de FSHi no fueron debidos a contaminacion de la preparacion libre de LH
con factores que podrian potencialmente interferir con algunas de- las. acciones
mediadas por FSH (Villanueva et al.; 1996, Orly et al., 1994), ya-que la adicion de un

.anticuerpo_contra la FSH humana al medio de incubacién neutralizd efectivamente la

actividad inhibitoria de FSHi. Ademds, esta isoforma -antagonista inhibié
especificamente los ARNm de Puso aromatasa y tPA pero no el de la G3PD. La
observacién de que el procedimiento .de inmunoneutralizacion de los efectos de FSHi
sobre la accién de FSH no pudo revertir en forma completa los efectos blogueadores,
pudo habérse debido a una discreta sobrestimacion de la cantidad de FSHi presente en
la muestra por el inmuncensayo empleado en el presente estudio (Zambrano et al.,
1896). De manera cpuesta a lo observado con FSHi, los efectos agonistas de la
variante altamente sializada empleada como control positive (isoforma VII) no se
afectaron por la remocion de LH a pesar de que, como se mencion6 anteriormente, fue
sometida a cromatografia de afinidad dos veces.

El o los mecanismos a través de los cuales este inhibidor natural afecta la
produccién de tPA y la aromatizacién de andrégenos inducidas por FSH-11 y recFSH
son inciertos. Los resultados de este estudio demostraron que la inhibicion no fue
debida [al menos comoc mecanismo Unico, tal y como sucede con los andlogos
sintéticos (Manjunathm y Sairam, 1982)] a desplazamientc competitivo a nivel del
receptor, ya que a dosis bajas el inhibidor fue capaz de activar al receptor e inducir la
generacién de un segundo mensajero. Esta Ultima observacidn, aunado al hallazgo de
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que la iscforma antagonista induce de manera dosis-dependiente la sintesis de AMPc
en células humanas que expresan el receptor recombinante humano de FSH
{(Zambrano et al., 1996), indicaria que los efectos inhibitorios de FSHi fueron ejercidos a
nivel de la via AMPc-PKA o de vias independientes a ésta; la observacion de que los
efectos de FSHi fueron insensibles a la estaurosporina sugieren que el bloqueo no fue
mediado por la activacién simultdnea de la via mediada por la cinasa de proteina C
(PKC), la cual es uno de los mecanismos por los cuales el receptor de FSH es
desensibilizado (Lambert ef af., 1991; Hong et al, 1995; Ascoli et al., 1994). Pareceria
ser, por lo tanto, que FSHi actda a través de vias alternas para inhibir los efectos de
FSH. A este respecto se podrian proponer varios mecanismos que pudieran interferir
con la expresién génica inducida por FSH, incluyendo la activacion-cruzada (‘cross-talk’)
de receptores para hormonas con actividad antagonista de FSH, como seria el caso de
1a prolactina, la cual se ha encontrado que suprime la accion estimulatoria'de FSH en
- células de la granulosa (Villanueva ef al., 1996).¢ a la inhibicién de la’ acfivacién.de la -
cinasa de tirosina independiente de receptor, efecto que eventualmente bloquearia la
acumulacion del ARNm de la Pyso aromatasa (Orly ef al., 1996, Costrici ef afl,, 1995).
Otra alternativa es que FSHi pueda ejercer su efecto antagénico -incrementande las
concentraciones intracelulares de inhibidores de ia PKA, los cuales si bien no han sido .
aln aislados de células de !a granulosa, existen en una amplia variedad de tejidos,
incluyendo a las células de Sertoli (Tash ef al., 1981). Finalmente, es bien conocido que
las proteinas ligadoras del factor semejante a la insulina (IGFBPs), cuya sintesis y
secrecién es regulada por la FSH en las células de la granulosa (Barreca ef af., 1996,
lwashita et al, 1994), son capaces de bloquear la accion de las gonadotropinas
incluyendo la produccién de estradiol e induccion de tPA (Yoshimura et al., 1995); es
posible, por lo tanto, que FSHi antagonice las acciones estimulatorias de FSH a través
del incremento en la produccién de estas proteinas ligadoras (Mason ef al., 1998).
Recientemente se ha informado que células de insecto transfectadas con el gene
de ia FSH humana producen variantes incompletamente glicosiladas (Jarvin y Finn,
1985), las cuales pueden ejercer efectos antagonistas o agonistas de FSH dependiendo
del grado de ocupacién del receptor y de la activacién del trasmisor de la sefial

intracelular (Arey et al., 1997). Aunque la activacién simultanea de varias subclases de
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proteinas G (G, y miembros de Gy,) o el desacoplamiento entre el receptor y su seiial
estimulatoria dependiente de proteinas G pudieran explicar los efectos duales inducidos
por estos analogos expresados en baculovirus, en el presente estudio se encontré que
la isoforma | bioqued eficientemente los efectos estimulatorios del DBAMPc, por lo que
es poco probable que su efecto inhibitorio haya sido mediado a través de la activacion
de proteinas Gy,-

Aunque el significado fisioldgico de la existencia de FSHi es en este momento
incierta, es tentador el especular que en algunas condiciones fisiclégicas, como por
ejemplo la fase preovulatoria del ciclo menstrual, esta antihormona natural pueda
funcionar como un regulador fino de la intensidad de la sefial gonadotropica para evitar
la sobrestimulacion del foliculo en sus etapas finales de maduracion. De hecho, varios
estudios han encontrado que la secrecion basal de esta variante particular de FSH se
incrementa durante la fase folicular tardia del cicla menstrual (Zambrano et al., 1895).
. Por el contrario, las concentraciones anormalmente elevadas de este-inhibidor podrian
contrarrestar excesivamente el estimule fisiolégico de la FSH llevando eventualmente a
un estado de hipogonadotropismo. La presencia de este inhibidor natural én cantidades
excesivas podria explicar la causa del hipogonadismo hipergonadotropico en el caso
recientemente informado {Dumestic ei al., 1993) de una mujer joven infértil, con
cocientes B/l disminuidos y cuya FSH en suero contenia variantes basicas de FSH
anormalmente altas (65% del total) en contraste con lo generalmente encontrado en
mujeres normales (Zambrano et al., 1995, Padmanabhan et al., 1988). La posibilidad de
que FSHi pueda ser producida y secretada por la hipdfisis en ciertas condiciones esta
apoyada adicionalmente en la observacion de que ciertas mujeres hipogonédicas
tratadas con antagonistas de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH)
pueden exhibir formas circulantes de la FSH sin actividad bicldgica pero con la
capacidad de bloquear la accién de la FSH a nivel de la célula blanco (Dahl et al.,
1988).




Vil. CONCLUSIONES

En resumen, en este estudio se encontrd que la hipéfisis anterior es capaz de
producir diferentes isoformas de la hormona estimulante del foliculo que pueden actuar
como agonistas o antagonistas de la accién de FSH, y que los primeros pueden ejercer
efectos dispares a nivel de su célula blanco. Los hallazgos indican en conjunto que el
sistema receptor — transductor que activa o inhibe sefiales intracelulares en respuesta
a FSH, posee una versatilidad suficiente para responder de una manera diferente a
estimulos de naturaleza diversa, como los representados por las isoformas de la
hormona vy/o. alguno de sus productos finales (v.gr. estrégenocs, IGFBPs). La
caracterizacion de la estructura quimica de estas glico-variantes podria ser
potencialmente util para definir de una manera mas precisa la relacidn estructura-
actividad de la FSH asi como para el disefio de analogos que pudieran ser empleados
en el control exégeno de la maduracién folicular o en anticoncepcion, .
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Introduction

Follicle-stimulating hormone (FSH) is produced and
secreted in multiple molecular forms by the anterior pitu-
itary gland [1]. The number and relative abundance of
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A Naturally Occurring Basically
Charged Human Follicle-Stimulating
Hormone (FSH) Variant inhibits
FSH-Induced Androgen Aromatization
and Tissue-Type Plasminogen
Activator Enzyme Activity in vitro

Abstract

It is well known that deglycosylation of gonadotrepins by enzymatic or chemical procedures
or by deletion of sites for N-linked glycosylation produces antagonistic analogs which are able
to interact strongly with the receptor and to inhibit binding of the wild-type hormone. In the
present study, we analyzed the antagonistic properties of a naturally occurring basic follicle-
stimulating hormone (FSH) charge isoform obtained after high-resolution chromatofecusing
of human anterior pituitary glycoprotein extracts. Coincubation of inereasing amounts of this
isoform with a highly purified human pituitary FSH preparation or with recombinant human
FSH at doses equivalent to their corresponding EDyg for estradiol and tissue-type plasmino-
gen activator (tPA) production, inhibited FSH-induced estrogen produstion and tPA enzyme
activity by cultured rat granulosa cells in a dose-dependent manner. These inhibitory effects
were apparenily exerted at steps following 3°,5'<cyclic adenosine monophosphate (cAMP)
formation and did not involve activation of the protein kinase C pathway since: (a) at low
doses, this basic FSH isoform moderately increased FSH-induced cAMP production by cul-
tured rat granulosa cells; (b) coincubation of the antagonist isoform with dibutyry! cAMP
completely inhibited the efects of this cAMP analog on estrogen and tPA production; (¢} the
isoform was able to stimulate production of ¢AMP in & human fetal cell line expressing the
recombinant human FSH receptor, and (d) the inhibitory effects of the isoform were not
affected by staurosporine, a protein kinase C inhibitor. The effects of this iseform upon dibu- .
tyryl cAMP-induced estrogen and (PA production were blacked by the addition of a highly
specific antibody directed 2gainst human FSH, further demonstrating that the antagonistic
effects observed were due 1o FSH-like molecules. In contrast to the inhibitory effects exhib-
ited by this basic FSH isoform, a more acidic FSH charge variant consistently acted as an
agonist of pituitary and recombinant FSH on both estrogen production and induction of tIPA
enzyme activity. These results indicate that the anterior pituitary gland normally produces
FSH isoforms which act as either agonists or an{agonists of FSH at the target cell level.

each isoform depend on the source of the sample and the
physiological status of the donor at the time of tissue or
sample collection [1-5]. Since FSH isoforms have been
separated principally on the basis of electrical charge, it is
thought that they differ from each other in their posttrans-
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lationally modified carbohydrate composition, mainly
sialic acid content {4, 6]. The different FSH glycoforms
differ in their ability to bind to target cell receptors, sur-
vive in the circulation and induce 2 biological response in
vivo and in vitro [1, 7]. More acidic FSH isoforms (i.¢.
those possessing greater sialic acid content) have longer
plasma half-lives but lower receptor-binding/immunocac-
tivity relationships than their less acidic/sialylated coun-
terparts [7]. ,

Utilizing high-resolution chromatofocusing (CF) as the
separation technique, we recently characterized some of
the biclogical features exhibited by the multiple FSH vari-
ants present in unpurified human anterior pituitary glyco-
protein extracts [8). Employing two different in vitro
assay systems (rat granulosa cells in culture and human
embryonic kidney cells expressing the recombinant hu-
man FSH receptor), we found that isoforms with elution
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pH values 6.60-4.60 were more biologically potent in
vitro than isoforms with pH values <4,5, whereas the
more basic variant (pH >7.10) exhibited different re-
sponses depending on the assay system employed. In the
rat assay, the in vitro bigpotency of this isoform was inter-
mediate between those of the less and more acidic analogs
whereas in the human assay it exhibited the highest in
vitro biopotency [8]. The present study was conducted to
further characterize the biological properties of this par-
ticular isoform which has been detected in abnormally
high concentrations in some hypogonadal women [9, 10]
and whose relative abundance in the circulation changes
throughout the normal menstrual cycle {3, 11]. Since this
isoform coelutes with extremely high quantities of lutein-
izing hormone (LH} in the CF procedure employed to
fractionate the different FSH isoforms {fig. la), LH was
removed by affinity chromatography and the in vitro bio-
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logical activity of the partially purified FSH variant was
then retested employing rat granulosa cells in culture. The
results showed that this basic naturally occurring FSH
variant was unable to induce either estrogen (E} produc-
tion or tissue-type plasminogen activator (IPA) enzyme
activity but rather exhibited unique and previously unre-
ported effects behaving as an antagonist of FSH action in
this particular in vitro system.

Materials and Meathods

Reagenis

Polybuffer exchange resin (PBE-94), Polybuffer 74, Sephadex G-
25, Sepharose 4B and concanavalin A-Sepharose 4B were purchased
frem Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, N.J. McCoy's 5A
(modified culture medium) (without serum), L-glutamine, penicillin
and streptomyein sulfate were from Gibco BRL (Gaithersburg, Md.,
USA). Diethylstilbestrol, 1-methyl-3-iscbutyl-xanthine (MIX}, 4 an-
drostene.3,17 dione (androstenedione), 2.0-monosuccinyl cAMP ty-
rosylmethyl ester, N8-2-O-dibutyryladenosine 3,5-cyclic mono-
phosphate {DBcAMP), staurosporine, purified recombinant tPA and
urokinase-lype plasminogen aclivator were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Ma., USA}. All electrophaoresis reagents
were purchased from Bio-Rad {Hercules Calif., USA). Human plas-
minogen was obtained from American Diagnostics (New York,
N.Y.). Highly purified (iodination grade) human pituitary LH-I1,
antikuman LH.2, all human FSH radicimmunoassay (RIA} reagents
and standards and the CV-27 cAMP antisérum were kindly provided
by the National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Dis-
eases (NIDDK, Bethesda, Md., USA); recombinant human FSH
{recFSH) expressed in Chinese hamster ovary cells (Org32439) was
graciously provided by Organon Intemnational BY (Oss, The Nether-
lands). The antisera 1o estradiol-17f and to human LH (monachonal
anti-LH-BG7) were generously pravided by the Cuba-Mexico World
Health Organization REA Rezgents Program (Mexico)-

Pituitary Extracts

Adult human pituitaries, oot selected by sex or age, were collected
at sutopsies performed after accidental deaths, The bodies were
examined no later than 24 h postmortem and were kept at §°C with-
in 3-4h afier death. The pituitary glands were stored frozen at
~70"C unatil extracts were prepared. The anterior pituitary total gly-
coprotein extracts were obtained follawing the method of Jones et al.
[12], Extracts were kept at — 70 ° C until the day of chromatofocusing.
The study was approved by the human and animal research ethical
commitiees of the Institute at which the work was conducted.

Chromatafocusing of Pituitary Glycoprotein Extracts

Chromatofocusing of FSH contained in two different batches of
piluitary glycoprotein extracts was performed according 10 a pre-
viously described procedure [8]. Briefly, to increase the resolution of
the chromatofocusing separaticn, columns of PBE-94 with larger
dimensions (90 x 1.5 cm) than those previousty used [7] were con-
structed and equilibrated with 15 bed volumes starting buffer
(0.025 M imidazole-HCI, pH 7.4). Subsequently, a highly concen-
trated pituitary glycoprotein exteact (15-25 g of immunoreactive
FSH) which had been previously equilibrated with the eluent buffer

Naturally Occurring FSH Antagonists

{1:8 ditution of Polybuffer-74 in dzionized water, pH 4.0) by chroma-
tography in Sephadex G-25 was added to the top of the column.
Eluent buffer {5 ml) was run before samplz application 10 avoid expo-
sure of the sample proteins to pH extremes. Between 550 and 600
fractions (3 ml each) were collected at a flow rate of | mi4 mia at
4°C. The pH of each fraction was measured and when the pH ol the
column eluent stabilized at its lowest value, the etuent buffer was
then changed 1o a solution of 1 M NaCl to recover those proteins
bound at the lower limiting pH (szlt peak). Each fraction was divided
in several aliquots which were stored frozen at -20°C until measure-
ment of FSH content by RIA, Recoveries of FSH by this method
were 79 + 4% of the total amount applied to the column.

After RIA determination of the amount of FSH and LH con-
tained in 5-15 pl aliquots of each fraction collected from three chro-
matofocusing separations, fractions containing the greatest concen-
tration of immunoreactive FSH recovered at each end of the pH win-
dow (elution pH values >7.10 and < 3.8; first and last peaks of FSH
immunoactivity shown in fig. 1a) wese separately pooled, transferred
to dialysis membrane tubings {molecular weight cutoll 12,000), dia-
lyzed at 4°C for 24 h against deionized water and thereafier against
0.01 M ammonium carbonate (pH 7.5} and freeze-dried. Powders
containing the basic and the acidic FSH isoforms (coded as FSHiand
FSH-5, respectively) were then redissolved in 0.1 Af ammonium
bicarbonate pH 7.4, and transferred to | x 10 ¢m columns of mono-
clonal antiLH-1gG (antiLH-BG7) immobilized in Sepharose 4B to
remove the LH that coeluted with these isoforms during the CF sepa-
ration {fig. 12); this procedure removed >90% of immunoactive LH
present in each original concentrate. Eluates containing the highest
FSH concentrations free of immunocactive LH were pooled, dialyzed
as described above, lyophilized, redissolved in McCoy's 5A modified
{serum-free) medium and kept frozen at -70* C until used.

Cell Cultures

Ra1 Granulosa Celf Culture. Granulosa cells were collected by fol-
Heular puneture of ovaries from 2 1-day-old Wistar rats implanted for
4 days with diethyistilbestrol-containing silastic capsules and cul-
tured in 16-rnm 24-well plates at a density of 5-7.5 x 10* viable cells
in 0.5 mi of McCoy's 5a medium supplemented with 2 ma L-ghita-
mine, 100 U/m! peniciltin and 100 pg/ml streptomycin sulfate. After
2 24-hour incubation period in a bumidified atmosphere at 5% CO,
at 37°C, the cells were washed twice with unsupplemented McCoy's
medinm and then incubated during 48 additional hours in the pres-
ence or absence of the various human FSH preparations (FSH-11 or
recFSH and FSHi or FSH-5) or other treatments added to 500 pl
fresh McCoy's medium containing L-glutamine, antibiotics,
0.125 mM MIX and 10- M androstenedione (aromatization sub-
strate). At the end of the treatment period, media were collected and
either stared frozen until quantitation of E and/or cAMP or dried by
vacuum centrifugation and immediately processed for tPA enzyme
activity determination.

Hurnan Fetal Cells Expressing the FSH Receptor. The human
embryonic kidney-derived (HEK) 293-cell line transfected with the
human FSH receptor ¢cDNA was a generous gift of Dr. Aaron JW.
Hsueh, Stanford University (Stanford, Calil'). The origin, handling,
ligand specificity and biochemical properties of the recombinant
human FSH receptor expressed by this cell line have been described
elsewhere [13]. Transfected HEK cells (2 X 105 cells/culture disk)were
exposed to increasing doses of FSHi or FSH-3 isoform concentrates in
the presence of 0.125 mM MIX for 24 h at 37°C. After incubation,
total (intra- and extracellular) cAMP levels were determined by RIA.
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Radioimmunoassays

Highly purified human pituitary FSH {human FSH-11, NIDDK)

was iedinated by the lactoperoxidase-glucose oxidase method [i4),
Following separation of protein-bound and free '3[ by Sephadex G-
100 column chromatography, 17*[-labelled FSH was further purified
by concanavalin A chromatography as described by Dufau etal, [15];
the specilic activity of 'Pl-labelled FSH was 75-85 pCiug protein.
The FSH RIA was performed using reagents provided by the
NIDDK; the reference preparation LER-907 was employed to con-
struct the standard curve. This standard exhibits a degree of charge
heterogeneity similar 10 crude pitnitary extracts as disclosed by chro-
matofocusing [16] and has an immunological potency of ~ 0.03 the
potency exhibited by the purified FSH-13 preparation, The polyclon-
al antihuman FSH-6 at a final dilution of 1:250,000 was used 25 anti-
serum; this antiserum exhibits <0.1% cross-reactivity with highly
parified human LH and undetectzbde reactivity with free a-subunir.
Concentrations of FSH-11, recFSH, FSHi and FSH-5 are expressed
in terms of the FSH-11 standard ualess specified. The LH RIA was
performed employing [*I}-labelled LH-11 as the tracer (specific
activity, 70-90 pCi/pg protein), the LER-907 reference preparation
as standard and the antihuman LH-2 as antiserum. For both assays
the inter- and intra-assay coeflicients of variation were <}3 and
<8%, respectively.

The amount of E produced in vitro by the rat granulosa cells was
determined by RIA using an antiserum against estradiol-17p [8].
Because of the significant cooss-reactivity of this anliserum with
estrone (~ 229%), results are expressed as total E produced by the
granulosa cells in culture. The sensitivity of the assay was 6.3 pg/
tube. The RIA of cAMP was performed employing 2-O-monosucci-
nyl cAMP tyrosylmethyl ester iedinated by the chloramine T method
as the tabeling ligand and the CV-27 cAMP antiserum at a final dilu-
tion of 1:150,000. After incubation at 4* C for 24 h, antibody-bound
and free cAMP were separated by ethanolic precipitation followed by
centrifugation at 1,200 g at 4°C. The sensitivity of the asszy was
4 fmolfube. All samples from a single experiment were analyzed for
estradiol andfor cAMP content in the same batch. For both assays the
intra-assay coefficient of variation was <6%.

Receptor Binding Assay

The receptor binding assay for FSHi and FSH-5 was performed
using rat granulosa cells collected from diethylstilbestrol-primed 21-
day-old Wistar rats as described above. Cells were washed twice with
unsupplemented McCoy’s medivm, redissolved in 10 mM phos-
phate buffer, pH 7.5, 5 mM MgCl;, 100 mAf sucrose and 0.1%
bovine serura albumin (binding buffer) and incubated at a density of
2 % 10° per tube for 18 b at room temperature in the presence of
15,000 cpm '#*I-labelled FSH (specific activity ~ 35 pCi/ig protein)
and mcreasing amounts of FSHi, FSH-5 or highly purified human
FSH-1-SIAFP-1 {(NIDDK). At the end of the incubation period, 2 ml
ice-cold binding buffer were added to each tube and bound and free
ligand was separated by centrifugation at 2,200 g for 30 min at 4°C,
Radioactivity in the cell pefllets was measured in a y-counter (Pa-
ckard Crystal Plus). Nonspecific binding was assessed by 2dding a
[,000-fold excess of highly purified urinary FSH (Fertinorm HE,
Serono de México S.A.). Specific binding of '¥’I-lgbelled FSH to
granulosa cells was 14% of the total radioactivity added.

Derection of tPA Enzyme Activity
Detection of tPA enzyme activity was assessed by zymography
using the method of Granelly-Pipemmo and Reich [17) as modified by
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Heussen and Dowdle [18]. Briefly, all vacuum-dried samples were
individuatly redissolved in the same volume of 1 x Laemmli sample
buffer and electrophoresed in 2% sodium dodecylsulfate polyacryl-
2mide (SDS-PAGE) slab mini gels at 4°C for [.5 h. Each SDS-PAGE
involved two gels, the first cantained 0,1 9% gefatin to detect non plas-
minogen-dependent proteases and the second contained both gelatin
and purified human plasminogen to detect plasminogen-dependent
proteases. Purified recombinant tPA (M, ~ 70,000) and urokinase-
type plasminogen ectivator (M, — 50.000) were also applied to each
gel. Alter electrophoresis, gels were treated for 1 h with 2.5% Triten
X-100 in 50 mAM Tris-HCH, pH 8.0, 21 room temperature, washed 3
times for 1 h with the same Tris-HC! solution, and then incubated
for 16h at 37*C, fixed, staired with ¢.1% Coomassie brilliant blue
R-250 and photographed.

Statistical Analysis

One-way analysis of variance (ANQVYA) was employed to deter-
mine differences between groups. When differences existed, t tests
were used to determine which means were different. Probabilities of
<0.05 were considered statistically significan.

Resuits

Separation of pituitary glycoprotein extracts through
high-resolution chromatofocusing columns disclosed the
presence of many (~ 20) distinct peaks of FSH immu-
noactivity with pH values ranging from >7.10 to <3.80
(fig. 1a). Fractions comprising the first FSH peak (FSHi),
which appeared in eluates containing those proteins that
flew to the column unrestricted (pH value >7.10), were
pracessed as described in ‘Material and Methods' and
tested for in vitro bicactivity. FSH-5, a highly acidic iso-
form detected within the salt peak (pH <3.8), which
behaves as a potent FSH agonist in the rat granulosa cell
system (8], was processed in the same manner as FSHi
and included in all experiments as a positive control (ago-
nist of FSH activity). As shown in figure 2, both F5H iso-
forms displaced 1231-labelled FSH from the granufosa cells
in a dose-dependent manner and in a similar fashion than
the highly purified human FSH-I-SIAFP-1 standard.

Incubation of rat granulosa cells in culture with in-
creasing doses of FSHi failed to induce significant E pro-
duction; similar results were found when induction of tPA
enzyme activity was measured as end point {not shown).
These findings strongly suggested that the increase in
androgen aromatization previously detected with this iso-
form {8} was probably triggered by the extremely high
amounts of LH present in the original sample. In fact,
highly purified LH was able to induce significant E pro-
duction when added in high concentrations to cultured
granulosa cells, an effect which was efficiently blocked by
adding the antihuman LH-2 antibody (fig. 1b) but not
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say. The dose is expressed in terms of human
FSH-I3 as measured by RIA. Data points are
the mean of triplicate incubations. Similar
results were found in two addilional assays.

ng FSHi

Fig. 3. Changes in concentrations of E released into the culture medium of granulosa cells
cultured in the prescnce of FSHi, FSH-$, FSH-11 and FSH-11 plus F5Hi and FSH-I1 plus
FSH-5. a Cultured rat granulosa cells were incubated during 48 h with human FSH-EL
{2.7 ng/well; shaded bar} in the absence or presence of increasing concentrations of FSHi{O)
and the amount of estradiol accumulated in the culiure media was quantitated by RIA.
Closed circles: the ability of FSHi to induce E production. b Changes in concentrations of E
released into ihe culture medium of granulosa cells incubated in the presence of increasing

amounts of FSH-I1. e The effect of FSH-5 alone {solid bar) and FSH-11 alone (2.7 ng/well;
shaded bar} or coincubated with increasing doses of FSH-5 (O) on tatal E production, Data
painis are the mean = SD of triplicate incubations. Similer results were fouad in two addi-
tional experiments; C = control incubations in the absence of hormones. Te convert Lo
omol], multiply by 7.34,

antihuman FSH-6 (not shown). In contrast, when graded
amounts of FSHi were coincubated with the EDyg of eith-
er FSH-11 or recFSH it behaved as an antagonist, inhib-
iting the FSH-mediated E production in a dose-depen-
dent manner {fig. 3a). Similar efTects were observed when
the induction of tPA enzyme activity was measured as
the biclogical endpeint (fig. 4). [n contrast to FSHI, the
FSH-5 variant behaved as an agonist when added either
alone (fig. 3¢ for E production; not shown for tPA enzyme
activity) or in the presence of the EDgq of highly purified
FSH {fig. 3c, 4); the agonist activity of this more acidic
isoform was, however, more apparent for estradiol pro-
duction than lor induction of tPA enzyme activity.

The effects of FSHi on cAMP accumulation are shown
in figure 3a. In the presence of the EDg of FSH-[1, FSHi
induced a bellshaped dose response curve; low doses
(0.09-0.36 ng) of this isoform significantly increased the
effects of FSH-11 on cAMP production by cultured granu-
losa cells whereas at high doses (1.4-2.8 ng) the isoform
had no effect on cAMP accumulation induced by the pitu-
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Fig. 4. Detecaion of LPA cnzyme activily in conditioned media
from granulosa cells cxpesed to different FSH preparations. Cultured
rat granulosa ¢¢lls were stimulated during 48 h with FSHi or FSH-5
alone {results not shown in the figure) or with FSH-11 in the absence
{lanes 2-4} or presence of FSH-5 (lanes 5 and 6) or FSHi (lane 7) at
the doses (in ag/well) shown below the representative zymograph.,
Aliquots of media were then electrophoresed in SDS-PAGE coatain.
ing gelatin and plasminogen as described in the teat. The location of
A (M, - 70,000} and high molecular weight (M, ~ 50,0000 uroki-
nase-lype plasminogen activator (uPA} activities are noted. No pro-
teolytic activity with M, ~ 70,000 or M, — 50,000 was detected when
plasminogen was omitied from the polyacrylamide gels (not shown).
The results are representative of Lhree separate experiments,
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Fig. §. The effects of FSH-11, FSHi and
FSH-5 on cAMP production by cultured
granulosa cells. Cullured granulosa cells
were stimulated for 48 b with FSH-11 in the
absence {shaded bars) or presence of increas-
ing amounts of FSHi or F3H-5. At the end of
the incubation period, cAMP and E accumu-
lation were quantitated by RIA. a The elTect
of FSHi {solid bar}and FSH-I1 (2.7 ag/well)
plus increasing amounts of FSHi (O) on
cAMP accumulation. b cAMP accumulation
after cell exposure 10 FSH-3 (solid bar) or
F5H-11 plus graded doses of FSH-5 {O).

cAMP (pmol/well)
F-N

-
cAMP

e}
~

FSH—11 + FSHI

*p < 0.0l vs. the lower and highcr FSHi 0
doses and vs. FSH-11 alone; C = control
incubations in the absence of hormones,
Similar results were found in two additional

experisnents.
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Fig. 8. The effects of increasing doses of FSHi and FSH-5 on
cAMP production by HEK cells. 2 x 10 HEK cells transfected with
the cDNA for the human FSH receptor were stimulated during 24 h
with different doses of FSHi or FSH-5. At the end of the incubation
period aliquots of media were analyzed for cAMP content by RIA.

itary standard (FSH-I11). On the contrary, the effects of
FSH-5 alone or in the presence of FSH-11 on ¢cAMP aceu-
mulation were similar to those elicited on total E produc-
tion (fig. 5b). To confirm the capability of FSHi to induce
cAMP accumulation, HEK cells expressing an homoge-
nous population of the human FSH receptor were incu-
bated with increasing doses of FSHi. As figure 6 shows,
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FSHi induced cAMP formation by HEK cells in a dose-
dependent manner; further, as previously reported [8],
the potency of this isoform to stimulate the human FSH
receptor was higher than that exhibited by its most acidic
counterpart (FSH-5). These results strongly supgested that
FSHi counteracted the effects of purified FSH at steps fol-
lowing cAMP formation. To corroborate this possibility,
we analyzed the effects of FSHi on DBcAMP-induced E
production and tPA enzyme activity. As figure 7b shows,
FSHi inhibited DBcAMP-induced E production; mean-
while, the effects of the cAMP analog were potentiated by
FSH-5. Similar results were found when tPA enzyme
activity was analyzed as the end point {fig. 7a).

To rule out the possibility that the inhibitory effects
exhibited by FSHi were actually produced by a nonspe-
ciftc contaminant or factor present in the sample, cultured
granulosa cells were incubated with DBcAMP plus FSHi
in the presence or absence of antihuman FSH-6 (at a titer
sufficient to completely block androgen aromatization
induced by recFSH) and the effects of the FSHicontain-
ing sample on DBcAMP-induced E production and tPA
enzyme activity were then analyzed. Addition of the FSH
antibody to the incubation medium had no effect on tPA
enzyme activity or E accumulation; however, when added
together with FSHi and DBcAMP it blocked by 60 and
80% the inhibitory effects of FSHi on second messenger-
induced E and tPA enzyme activity, respectively (fig. 8).
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Fig. 7. Detection of tPA enzyme activity and total estrogens in
conditioned media from granulosa cells exposed to recFSH and dibu.
tyryl cAMP (DBcAMP) in the presence or absence of FSHior FSH-5.
Cultured rat granulosa cells were stimulated during 48 h with FSHi
or FSH-5 alene {results not shown in the figure) or with recFSH
(5.3 ng/well for tPA detection and 2.7 ng/well for E production) or
0.5 mM DBcAMP in the absence or presence of FSHi (2.8 ng for {PA
detection and 2.1 ng for E production) or FSH-5 (1.4 ng). Aliquets of
media were processed for quantitation of E by RIA or clectropho-
resed in SDS-PAGE containing gelatin and plasminogen as described
i the text. The location of 1PA (M, ~ 70,000) and high molecular
weight (M, ~ 50,000) urckinase-type plasminogen activator (UPA}
activities are noted. 8 Representative zymograph showing the effect
of DBcAMP and recFSH in the absence (lanes 2 and §) or presence of
FSHi (lanes 3 and 6) or FSH-5 (lancs 4 and 7). b E accumulation
the same experiment shown above; C {lane 1) = controt incubation
with no hortmones or DBecAMP added. The resulls are representative
of ihree separate experimenis, * p< 0.01 vs. DBCAMP: B 5 < 0.01 vs.

Since activation of the protein kinase C (PKC) path-
way may block some FSH-mediated actions in both gran-
ulosa [19-21] and Sertoli [22] cells, we investigated
whether the antagonistic effects of FSHi on FSH-induced
E production were related to selective activation of the
PK.C pathway. To study this possible relationship, granu-
losa cells were incubated with recFSH plus FSHi in the
presence or absence of staurosporine, a very effective

MNaturally Occurring FSH Antagoaists

recFSH in the absence of FSHi or FSH-5. NS: recFSH plus FSHi vs.
DHcAMP plus FSHi and recFSH plus FSH-5 vs, DBcAMP plus
FSH-5. The results are representative of 3 separate experiments.

Fig. 8. Immunoneuiralization of the inhibitory effects of FSHion
dibutyryl cAMP (DBcAMP}-induced tPA enzyme activity and E pro-
duction by granulosa cells. Cultured cells were stimulated with
0.5 mAf DBcAMP for 48 b in the absence or presence of 2.8 ng/well
FSHi with or without the addition of an antibody against human
FSH at 3 1:10,000 dilution. a Representative zymograph showing the
elfects of 2ntiFSH on the FSHi-dependent inhibition of tPA enzyme
activity induced by DBcAMP. b The effects of antiFSH on
DBcAMP-induced androgen aromatization and FSHi-mediated in-
hibition of E production. *p < 001 vs. DBcAMP alone and
DBcAMP plus antiFSH; P p « 0.05 vs. control € p < 0.01 vs, uli ather
groups; C = control incubalions in the absence of hormones,
DBcAMP or antiFSH, The results are representative of 3 separate
experiments.

PKC inhibitor [23]. As previously reported {24], stauro-
sporine induced a slight but significant increase in both
basal and FSH-stimulated granulosa celi aromatization
(fig. 9). The presence of this PKC inhibitor, however, did
not alter the inhibitory effect of FSHi upon recFSH-
induced E production,.
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Fig. 9. The effects of the PKC inhibitor staurosporine on E pro-
duction by rat granulosa cells, Cultured cells were stimulated for 48 h
with FSHior FSH-5 alone, or with 2.7 ng/well recFSH in the gbsence
or presence of 0.5 nM staurosporine, 1.4 ng/well FSHi or 1.4 ng/fwell
FSH-5. At the end of the incubation period, media were removed and
analyzed for E content by RIA. Values (mean £ SD) for control incu-
bations were 0.4 + 0.03 ng/well (absence of hormones or staurospo-
rine), 0.50 £ 0.02 ng/well (FSHi alone} and 4.7 + 0.2 ngfwell
{FSH-5), Different letlers above each bar indicate the existence of
significant {p < 0.05) differences between groups.

Discussion

The sugar residues of heterodimeric glycoprotein hor-
mones are important for the expression of full biclogical
activity [1, 25-27]. Extensive removal of the carbohy-
drate moieties from FSH, LH and hCG causes complete
loss of biological activity without a significant loss in their
ability to bind their corresponding receptor [25, 28-30).
Further, deglycosylation of these gonadotropin hormones
either by enzymatic {28] or chemical [25, 30, 31] proce-
dures or by deletion of sites for N-linked glycosylation
[32, 33}, produces antagonist hormones which are able to
interact strongly with the receptor and that inhibit both
the binding of the wild-type hormone and the generation
of second messenger in a dose-dependent manner,

In the present study we analyzed the effects of a natu-
rally occurring FSH-like molecule, which binds to the
FSH receptor and possesses presumptively a low sialic
acid content as indicated by its elution pH profile during
the chromatofocusing separation [6]. Although this iso-
form was identified in those fractions that flew from the

* column unrestricted and thus its exact pH value could not
be determined, previous studies performed on a similar
less acidic isoform also exhibiting FSH antagonist proper-
ties but recovered from the serum of GnRH antagonist-

160 Neuroendocrinology 1998,67:153-163

treated hypogonadal women, have revealed that this par-
ticular FSH charge isoform may in fact be composed by at
least 3 components with more basic elution pH values
(9.6-9.4} [9]. Furthermore, recent lectin-binding studies
have indicated that this FSH isoform bears more high
mannose- and hybrid-type oligosaccharides thus indicat-
ing that, unlike other FSH antagonist isoforms 30, 33, it
is not a completely deglycosylated isoform but rather an
underglycosylated variant [34].

As previously reported for deglycosylated FSH analogs
[30, 33), this FSH inhibitor behaved as antagonist of FSH
action in cultured granulosa cells isolated from estrogen-
primed immature rats. This previously undetected fea-
ture was unmasked only after LH removal, thus indicat-
ing that the agonistic activity previously reported [7, 8]
was in fact due to the extremely high amounts of LH that
coeluied with it during the chromatofocusing procedure
[35]}. Further, the blocking effects of FSHi were not due io
contamination with factor(s) which may potentially inter-
fere with some FSH-mediated actions [20], since addition
of a highly specific antibody to human FSH to the incuba-
tion medium effectively neutralized the inhibitory activi-
ty of the isoform. Failure to observe complete reversion of
the blocking effects of FSHi upon FSH action by this
immunoneutralization procedure may be due to a slight
underestimation of the amount of FSHi present in the
sample by the immunoassay employed in the present
study [8)]. In contrast to FSHi, the agonistic effects of the
more acidic/sialylated FSH isoform {FSH-5) was unaf-
fected by LH removal.

The mechanism(s) subserving the inhibitory effects of
FSHi on FSH-induced aromatization and tPA enzyme
activity are uncertain. In contrast to deglycosylated pitu-
itary and recombinant FSH {30, 33], which are incapable
to activate the receptor and trigger a signal transduction,
the antagonist FSH isoform was able to induce adenylate
cyclase activity in a dose-dependent manner, thus indicat-
ing that its inhibitory effects were probably exerted at or
independently of steps downstream of ¢cAMP formation
and protein kinase A activation; further, the observation
that the effects of FSHi were insensitive to staurosporine,
strongly suggests that the FSH blocking effects were not
mediated by simultaneous activation of the PKC path-
way, which is one of the main mechanisms by which the
FSH receptor is desensitized [36). Thus, it seems that
FSHi acts on alternate pathways to inhibit the stimulatory
effects of FSH. Several mechanisms may be proposed,
including induction of receptor cross-talk and the subse-
quent activation of receptors for hormones with FSH
antagonistic effects, such as prolactin, which bas been
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shown to suppress the stimulatory actions of FSH [22, 37,
38). Another possibility is that FSHi may inhibit nonre-
ceptor tyrosine kinase activation, an effect that may
potentially arrest the FSH-induced accumulation of aro-
matase cytochrome P450 mRNA in rat granulosa cells
[39, 40]. Alternatively, FSHi may exert its antagonistic
effects by increasing the intracellular levels of protein
kinase A inhibitors, which have not been yet isolated from
ovarian granufosa cells but that may inhibit cAMP-depen-
dent phosphorylation in a variety of tissues, including rat
Sertoli cells [41—43]. On the other hand, FSHi may inhibit
the FSH-stimulated acticns indirectly by increasing the
amounts of insulin-like growth factor binding proteins,
which have been shown to act as potent inhibitors of some
specific gonadotropin actions, including induction of E
production and tPA enzyme activity, in a variety of ani-
mal models [44~47].

All these possible mechanisms, however, imply that
FSH isoforms (including FSHi) may be able to elicit dif-
ferential or even disparate responses at the receptor level.
Support for isoform-specific induction of unique target
site events cornes from studies showing that, in contrast to
its native analog, chemically deglycosylated ovine FSH
may induce divergent effects in terms of cAMP accumula-
tion and inhibin production in immature rat Sertoli cells
[i, 48]. On the other hand, it has been recently reported
that insect-celi-expressed human FSH, which is incom-
pletely glycosylated and sialylated at very low levels [49,
50], may induce dose-dependent biphasic responses be-
having as agonist or antagonist of human pituitary FSH
depending on the level of receptor-transducer activation
promoted by the FSH stimulus [51]. Although simulta-
neous activation of different G protein subtypes (G, and
members of the Gi/G, class) or uncoupling of the receptor
from the stimulatory {G-dependent) signaling pathway
may explain the dual effects provoked by the underglyco-
sylated, baculovirus-expressed FSH analog, it is impor-
tant to emphasize that FSHi also blocked the stimulatory
effects of DBcAMP, suggesting that its inhibitory proper-
ties are not mediated through simultaneous activation of
the Gi/G, pathway. Nevertheless, the overall data indi-
cates that the FSH receptor-transducer system possesses
sufficient versatily to respond in a different manner to
glycosylation-dependent diverse FSH signals.

Although the significance of this finding is at present
unclear, it is tempting to speculate that in some physiolog-
ical conditions {e.g. the preovulatory phase of the men-
strual cycle) this natural antihormone may function as a
fine-tuning regulator of the intensity of the gonadotropic
signal to avoid overstimulation of the growing follicle. In

Naturally Occurring FSH Antagonists

fact, we and others have found that the basal secretion of
this particular FSH variant increases during the late follic-
ular phase of the menstrual cycle [3, 11}. Conversely,
abnormally elevated levels of this FSHi may counteract in
excess the physiological gonadotropic stimulus and even-
tually lead to a hypogonadotropic state; this possibility is
exemplified by the recently reported case of a young wom-
en with normal ovulatory menstrual cycles, infertility and
low B/l FSH ratios [10]; 65% of her serum FSH ¢luted in a
pH range above 6.0 and, in terms of estradiol production
in vitro, had compromised bioactivity. The means of this
abnormal production of basic FSH isoforms in terms of
FSH-induced in vivo functions and whether it is the cause
or consequence of this patient's infertility is a matter of
speculation at this time. Further support for the possibili-
ty that this naturally occurring FSH antagonist may be
produced and secreted by the pituitary gland during cer-
tain conditions comes from the finding that hypogonadal
women treated with GnRH antagonist may exhibit circu-
lating immunoreactive FSH isoforms that are devoid of
bioactivity but are otherwise capable of blocking FSH
action in ovarian granulosa cells [9).

In summary, the anterior pituitary gland synthesizes
different FSH charge isoforms which may act as either
agonists or antagonists of FSH action at the target cell lev-
el. Elucidation of the chemicat structure of both the stored
and released FSH antagonist variants may be useful to
further define the structure-function relationship of this
gonadotropin as well as to design antagonist analogs,
potentially of use in exogenously controlled follicular mat-
uration and in contraception.
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