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Actividad biolégica e inmunolégica de las
isoformas de carga de la hormona luteinizante
bovina

Biological and immunological activity in bovine
luteinizing hormone charge isoforms
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RESUMEN

La hormona luteinizante (LH) sufre modificaciones postraduccionales que dan origen a isoformas de carga. El estudio
determind la actividad biolégica (B) e inmunoldgica (I) de distintas isoformas de LH bovina. Las isoformas se aislaron
mediante el cromatoenfoque a partir del extracto glicoprotéico obtenido de I6bulos anteriores de hipofisis de bovino.
La actividad bioldgica se evalué en un bioensayo in vitro midiendo la produccion de AMPc. La actividad inmunoldgica
se midié con un radioinmunoensayo (RIA) especifico para LH. El USDA-bLH-B5 se utiliz6 como referencia. Las isoformas
se agruparon tomando como referencia el rango de pH de elucion, en basicas (A, pH, 10.75-9.75; B, pH, 9.58-8.41),
neutras (C, pH, 7.98-6.89) y acidas (D, pH, 6.88-5.41; E, pH, 5.36-3.46). El peso molecular del heterodimero de cada
isoforma y del estandar fue similar, estimado en 36.5 kDa. La actividad inmunolégica y biolégica se comporté de
forma dosis-dependiente. Con respecto al estandar, se requirié una mayor concentracion de proteina de cada isoforma
para obtener el IC50 en la curva de inhibicion. En el bioensayo, el valor EC50 para la produccion de AMPc fue
significativamente diferente entre isoformas; la isoforma neutra mostré un EC50 inferior lo que se interpreté como
la proteina mas bioactiva, en contraste, la isoforma acida, mostré un valor de EC50 superior y resultéo ser la menos
bioactiva; la basica tuvo un comportamiento intermedio (P<0.05). En conclusion, los resultados sugieren un efecto
diferenciado de las isoformas de carga, sobre la produccion cuantitativa de AMPc por unidad de LH inmunoreactiva.
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ABSTRACT

Luteinizing hormone (LH) undergoes posttranslational modifications that originate different charge isoforms. The
study evaluated the differences in biological (B) and immunological (I) activity between isoforms of bovine LH.
Isoforms were isolated by chromatofocusing from anterior pituitary glycoprotein extract. The biological activity was
evaluated in an in vitro bioassay. Immunological activity was measured with a radioimmunoassay (RIA) specific for
LH. The USDA-bLH-B5 standard was utilized as the reference. LH isoforms were grouped by their pH range of elution,
in basic (A, pH, 10.75-9.75; B, pH 9.58-8.41), neutral (C pH, 7.98-6.89) and acidic (D, pH, 6.88-5.41; E, pH 5.36-3.46).
The molecular weight of the heterodimer of each isoform was similar to the LH standard, estimated to be 36.5 kDa.
Immunological and biological activity behaved in a dose-dependent manner. With respect to the LH standard, all
isoforms required higher protein concentration to reach the IC50 of the inhibition curve. In the bioassay EC50 value
for cAMP production was significantly different among isoforms; the neutral isoform showed a lower EC50 which was
interpreted as more bioactive, the acidic isoform E showed an EC50 being the least bioactive and the basic was
intermediate (P<0.05). In conclusion, the results suggest a quantitative effect of LH charge isoforms on the cAMP
production, per unit of immunoreactive LH in the bioassay.
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INTRODUCCION

La hormona luteinizante (LH) es una glicoproteina
presente en el Idbulo anterior de la hipdfisis. La
LH participa en la maduracién folicular(1), la
ovulacién(?) y la formacién y mantenimiento del
cuerpo ldteo(3),

Durante el proceso de sintesis, la LH sufre
modificaciones post-traduccionales como la
incorporacion de residuos de oligosacaridos del
tipo N-unidos con diferente porcentaje de sulfato
y acido sidlico(4). Esta variacion especifica se
considera la principal base bioquimica de la
diferenciacion entre las isoformas de carga de
la LH intrahipofisaria y circulante(3).

El polimorfismo de las gonadotropinas se ha
documentado en rumiantes(6.7,8) y mediante el
cromatoenfoque se han identificado isoformas
de la LH en el suero(9:10) como en la
hipdfisis(11,12) y cuya proporcion relativa es
diferente(6). Incluso se sabe que la proporcion
de estas isoformas en la circulacion es distinta
en diversas etapas del ciclo estral(,10),

La actividad bioldgica in vivo de distintas
isoformas de LH de rumiantes ha generado
resultados inconsistentes, sin embargo se
establece que la mayor bioactividad la presentan
las isoformas acidas(13,14,15), Esta inconsistencia
en la respuesta biolégica se ha atribuido a la
tasa de depuracién de cada isoforma, a la baja
sensibilidad del ensayo (se requieren cantidades
de microgramos de proteina) y a la variabilidad
biolégica de los animales empleados. En
contraste, con el empleo de bioensayos in vitro,
la mayor actividad bioldgica se presenta en las
isoformas basicas(16,17), cuyo resultado no
siempre es consistente debido al origen de las
células de Leydig (rata o ratdn) y que cuestiona
la especificidad de especie cuando se utilizan
ligandos de otras especies. Una alternativa
relativamente reciente ha sido el desarrollo de
bioensayos basados en la clonacion de
receptores para gonadotropinas(18,19), Con la
linea celular estable derivada de células
embrionarias de rindn humano (HEK-293) vy
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INTRODUCTION

Luteinizing hormone (LH) is a glycoprotein
present in the anterior lobe of the hypophysis.
It participates in follicular maturation(1),
ovulation(2), and luteal body formation and
maintenance(3). During LH synthesis, the
hormone experiences post-translational
modifications such as incorporation of N-type
oligosaccharide residues linked to different
proportions of sulfate and sialic acid(4). This
specific variation is considered the principal
biochemical foundation for differentiation
between hypophysis and circulating LH charge
isoforms(3).

Polymorphism in gonadotropins occurs in
ruminants(6,7:8), Using the chromatofocusing
protein separation technique, different
proportions of LH isoforms have been identified
in the serum(9,10) and hypophysis(11,12),
Indeed, the proportion of these isoforms in
circulation differs in the different stages of the
estrus cycle(9,10),

Variability in the in vivo biological activity of LH
isoforms in ruminants is the cause of inconsistent
results, although acidic isoforms are regularly
reported to have the highest bioactivity(13,14,15),
This variability in biological response has been
attributed to each isoform's depuration rate, low
assay sensitivity (micrograms of protein are
required), and biological variability in
experimental animals. In in vitro bioassays, the
highest biological activity is present in the basic
isoforms(16,17), Results are not always consistent
due to the origin (rat or mouse) of the Leydig
cells, since the question remains of how species
specific they can be when ligands from other
species are used. A recently developed
alternative is bioassays based on gonadotropin
receptor cloning(18,19), Using a stable cell line
derived from HEK-293 cells transfected with rat
LH receptor cDNA, evaluations have been done
of cCAMP production associated with distinct rat
hypophysis extracts at a basic pH(20,21), This
same biological model has been used to prove
the constant affinity of bovine LH to the rat LH
receptor(22),
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transfectada con el cDNA para el receptor de la
LH de rata se ha logrado evaluar produccién de
AMPc asociada con distintos extractos
hipofisarios de rata obtenidos a pH basico(20,21);
asi mismo, con este modelo bioldgico se ha
determinado la constante de afinidad de la LH
bovina al receptor de la LH de rata(22),

Durante la Ultima década, nuestro grupo de
investigacion se ha enfocado a aislar y
caracterizar distintas isoformas de la LH de
rumiantes para conocer la relacion estructura-
funcién, su patron de secrecién en diferentes
estadios fisioldgicos y su actividad bioldgica.
Sin embargo, debido al bajo rendimiento de las
isoformas de tipo acido y neutro, su
caracterizacion biolégica ha sido muy limitada.
Es por esto que con la disposicion del bioensayo
basado en la clonacién del receptor para LH, se
abre la posibilidad de cuantificar la bioactividad
de este grupo de isoformas, que por su bajo
rendimiento es dificil de monitorear.

Por lo tanto, el presente estudio se encamind
a evaluar el patrén de produccion de AMPc por
las células HEK-293 transfectadas con el cDNA
para el receptor de LH de rata en respuesta a
distintas isoformas de la LH bovina hipofisaria.

MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de este estudio fue necesario
aislar y purificar las distintas isoformas de LH
bovina en cantidades suficientes; determinar
por medio del cromatoenfoque el punto
isoeléctrico de cada isoforma, el peso molecular
en SDS-PAGE y su caracterizacién inmunoldgica
por medio de un radioinmunoensayo especifico
para LH y mediante el analisis por
inmunotransferencia.

Coleccion de hipofisis

Se obtuvieron hipdfisis de animales adultos sin
considerar edad, sexo, ni condicidn fisioldgica.
Antes del sacrificio, cada animal se aturdié con

una pistola de perno cautivo y después se
separd la cabeza y se extrajo la hipdfisis que
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Over the last decade, our research group has
focused on isolating and characterizing different
ruminant LH isoforms to study their structure-
function relationship, their secretion patterns in
various physiological conditions and their
biological activity. Biological characterization has
been especially challenging due to low yields of
acidic and neutral isoforms. Advent of the LH
receptor cloning bioassay has opened the
possibility of quantifying bioactivity in these
isoform groups, which is difficult to monitor
due to their low yield.

The present study objective was to evaluate
cAMP production by HEK-293 cells transfected
with rat LH receptor cDNA in response to
different bovine hypophysis LH isoforms.

MATERIAL AND METHODS

This study involved four main stages: 1)
Isolation and purification of sufficient amounts
of the different bovine LH isoforms; 2)
Identification of each isoform's isoelectric point
using chromatofocusing; 3) Quantification of
each isoform's molecular weight by SDS-PAGE;
and 4) Immunological characterization using a
LH-specific immunoassay and immunotransference
analysis.

Hypophysis collection

Hypophyses were extracted from adult bovines
regardless of age, sex and physical condition.
Prior to slaughter, each animal was stunned
with a captive bolt gun. Once dead, the head
was removed from each animal, the hypophysis
extracted and deposited in phosphate buffer
(0.05 M, pH 7.2). Excess tissue was removed
from the gland, the posterior lobe discarded,
and the anterior lobe lyophilized. All gland
extraction and LH purification and isoform
isolation steps were done at 4 °C.

Obtaining of glycoprotein extract from the
hypophysis anterior lobe

An established protocol(13) was used to extract
glycoprotein from 375 anterior lobes. Briefly,
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se colocd en amortiguador de fosfatos (0.05 M,
pH 7.2). De cada glandula se retiré el exceso
de tejido, se descartd el l6bulo posterior y el
I6bulo anterior se liofilizd. Cada paso de
extraccion y purificacion de la LH y sus isoformas
se realiz6 a 4 °C.

Obtencion del extracto glicoprotéico (EGP) del
lobulo anterior de la hipdfisis

El extracto glicoprotéico se obtuvo de 375
|6bulos anteriores de acuerdo al procedimiento
descrito para rumiantes(13), En breve, los Idbulos
anteriores liofilizados se hidrataron con acetato
de amonio al 10%, pH 7.0 que contenia 0.001 M
de fenilsulfonilmetilfluoruro durante un periodo
de 48 h. Al término se licuaron y se
homogeneizaron con la misma solucién, y el
extracto obtenido se conservd en agitacion
mecanica por 24 h; al término, el extracto se
centrifugd a 10,000 xg por 45 min; el precipitado
(RO) se almacend y el sobrenadante se ajustd
a pH 7.0 y recibié gota a gota en agitacién
constante un volumen de etanol que correspondi6
al 40 % del volumen total. Después de 16 h de
agitacion, la mezcla se centrifugd y la fraccion
de proteina presente en el precipitado (R1) se
almacend y el sobrenadante recibié un volumen
de etanol de forma idéntica a lo previamente
indicado, que correspondio al 85 % del volumen
total. Esta mezcla permanecié en reposo por
48 h y al término, las proteinas precipitadas se
recuperaron por centrifugacion. Este grupo de
proteinas se identific6 como el extracto
glicoprotéico (EGP), que se resuspendié en agua
desionizada, se dializ6 (Spectra/Por # 4, cut off
12-14 kDa) durante 24 h con cambio de agua
cada 8 h y después se liofilizd. Una segunda
extraccion se realizd a partir del RO de la primera
extraccion repitiendo el proceso antes descrito.
El segundo extracto glicoprotéico se mezcld con
el primero para su purificacion.

Purificaciéon de EGP para la obtencién de la
LH

La LH se obtuvo por la purificacion del extracto
glicoprotéico en el intercambiador iénico, CM-
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lyophilized anterior lobes were hydrated for
48 h with 10% ammonium acetate (pH 7.0)
containing 0.001 M phenylsulfonyl methyl
fluoride. They were blended and homogenized
with the same solution. The resulting extract
was kept under constant agitation for 24 h and
centrifuged at 10,000 xg for 45 min. The
precipitate (R0) was stored. Supernatant was
adjusted to pH 7.0 and a volume of ethanol
equivalent to 40 % total volume added by drops
under constant agitation. After 16 h agitation,
the mixture was centrifuged, and the precipitate
(protein fraction; R1) was discarded and stored.
A volume of ethanol equal to that in the previous
step was added to the supernatant, although
in this case it was equal to 85 % of total
volume. This mixture remained undisturbed for
48 h and the precipitated proteins recovered
by centrifugation. This group of proteins
Identified was named glycoprotein extract (GPE),
was re-suspended in deionized water, dialyzed
(Spectra/Por # 4, 12-14 kDa cut-off) for 24 h
with the water changed every 8 h, and
lyophilized. A second extraction was done to
the RO precipitate from the first extraction step,
following the above process. This second GPE
was mixed with the first before purification.

GPE purification for LH isolation

The GPE was purified in an ionic exchanger
(CM-Sepharose) to isolate LH(13), One gram
GPE containing 256 mg protein was resuspended
in 0.005 M ammonium acetate (pH 5.1; elution
buffer), agitated for 24 h, and centrifuged
(10,000 xg for 30 min). The protein solution
was applied to a pre-packed column (27.0 x
1.5 cm i.d.) with the cation exchanger previously
adjusted with elution buffer, and stored at 4 °C.
The protein fraction was eluted at a 23 mil/h
flow through an ammonium acetate gradient
(0.005 M, pH 5.1; 0.1 M, pH 6.8; and 1.0
M-glycine 0.1 M, pH 9.5). Two-milliliter fractions
were collected during the chromatography run,
and the protein elution pattern monitored at
280 nm. When effluent optical density was close
to zero, the buffer was changed. After elution,
a 1 M NaCl solution was run through the column.
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Sepharosa(13). Un gramo de extracto que
contenia 256 mg de proteina se resuspendio
en acetato de amonio 0.005 M, pH 5.1
(amortiguador de elucidn), se agitd durante
24 h y se centrifugd (10,000 xg por 30 min).
La proteina en solucién se aplicd a una columna
(27.0 cm X 1.5 d.i.) pre-empacada con el
intercambiador catidnico, equilibrada previamente
con el amortiguador de elucién y conservada a
4 °C. La fraccion de proteina se eluy6 con un
flujo de 23 ml/h a través de un gradiente de
acetato de amonio (0.005 M, pH 5.1; 0.1 M,
pH 6.8 y 1.0 M-glicina 0.1 M, pH 9.5) y durante
la corrida cromatografica se colectaron
fracciones de 2 ml. El patron de elucion de la
proteina se monitoreé a 280 nm. Cada cambio
de amortiguador se realizd cuando la densidad
oOptica del efluente fue cercana a cero. Una vez
concluida la elucién, la columna recibié una
solucién NaCl 1 M.

Los distintos picos de proteina en que se
distribuyd la elucion del extracto glicoprotéico
se identificaron de acuerdo a su amortiguador;
las fracciones que eluyeron con acetato de
amonio 0.005M, pH 5.1 se denominaron CM-
lab, CM-1cd y CM-1ef, respectivamente; el pico
de proteina que eluyé con 0.1 M, pH 6.8 se
denomind CM-2ab y la proteina que eluyd con
1.0 M-glicina 0.1 M, pH 9.5 se identificO como
CM-3ab y correspondid a la LH cruda. La fraccion
de proteina recuperada después de NaCl se
denomind pico de sal. Los distintos picos de
proteina, se dializaron y liofilizaron para su
analisis.

Purificacion de la fraccion CM-3ab para la
obtencion de las isoformas de la LH

Las isoformas de la LH se obtuvieron después
de la purificaciéon de la fraccion CM-3ab; esta
proteina recuperada durante la purificacion del
EGP en CM-Sepharosa se caracterizd por su
alto contenido de LH y un patrdn electroforético
similar al estandar de LH bovina, USDA-bLH-
B5. La fraccion se sometid a un proceso de
separacion de acuerdo a carga eléctrica(8,11),
En breve, la proteina (56 mg) se resuspendid
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Elution of the GPE produced protein peaks
identified based on the buffer. Fractions eluted
with 0.005 M ammonium acetate (pH 5.1) were
called CM-1ab, CM-1cd and CM-1ef. The protein
eluted with 0.1 M ammonium acetate (pH 6.8)
was called CM-2ab, and that eluted with 1.0 M
ammonium acetate and 0.1 M glycine (pH 9.5),
corresponding to raw LH, was called CM-3ab.
The protein peak recovered after the NaCl run
was called the salt peak (S). All the protein
peaks were dialyzed and lyophilized until
analysis.

CM-3ab purification for LH isoform isolation

Isolation of LH isoforms was done by purifying
the CM-3ab fraction. During GPE purification in
CM-Sepharose, CM-3ab stood out for its high
LH content and for having an electrophoretic
pattern similar to that of the bovine LH standard
(USDA-bLH-B5). For this reason, it was
processed for separation by electrical
charge(8,11), Briefly, 56 mg protein were
resuspended in Pharmalyte (pH 8.0-10.5,
Pharmalyte 0.36 meg/ml pH, Pharmacia Biotech
Piscataway, NY, USA), diluted to 1:45 with
deionized water and HCl added to adjust
suspension pH to 7.0. This was then added to
a column (27 x 0.7 cm i.d.) prepacked with
PBE-118 ionic exchanger (Polybuffer exchanger
for chromatofocusing, capacity: 50.4 pmol, pH
unit-1 ml-1, Pharmacia, Biotech, Piscataway, NY,
USA), balanced with 0.025 M triethylamine-HCI
(pH 11.0) and stored at 4 °C. Three milliliters
Pharmalyte buffer (pH 7.0) were added to the
column before protein elution to prevent
exposure of the sample to an extreme pH.

Protein fraction elution was done at a 7 mi/h
flow rate, and 2 ml fractions collected. Each
fraction's pH was measured, and when a pH
above 7.0 was detected in more than ten
consecutive samples the elution buffer was
changed to polybuffer 74 (Pharmacia, Biotech).
This was diluted to 1:8 with deionized water,
and adjusted to pH 3.5 to elute proteins
between pH 7.0 and 3.5. Any protein clinging
to the column after elution at pH 3.5 was
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en Pharmalyte (pH 8.0-10.5, Pharmalyte 0.36
meg/ml pH, Pharmacia Biotech Piscataway, NY),
diluido 1:45 con agua desionizada, el que se
ajusté con HCl a pH 7.0 y a la suspensién se
aplicé a una columna (27 cm x 0.7 cm d.i.)
pre-empacada con el intercambiador idnico PBE-
118 (Polybuffer exchanger for chromatofocusing,
capacity: 50.4 pmol. pH unit-1 ml-1, Pharmacia,
Biotech, Piscataway, NY), equilibrada con 0.025
M trietilamina-HCI, pH 11.0 y conservada a 4
°C. Previo a la elucién de la proteina, la columna
recibid 3 ml de amortiguador Pharmalyte, pH
7.0 para evitar la exposicion de la muestra a un
pH extremo.

La fraccion de proteina se eluyd con un flujo
de 7 ml/h y se colectaron fracciones de 2 ml.
El pH de cada fraccion se midié, y cuando se
detectd el pH de 7.0 en mas de 10 fracciones
consecutivas, el amortiguador de elucién se
cambié por el polybuffer 74 (Pharmacia,
Biotech), diluido 1:8 con agua desionizada y
ajustado a pH 3.5 para obtener proteinas eluidas
entre un pH 7.0 a 3.5. La proteina unida a la
columna después de la elucién a pH 3.5 se
recuperd por la adicion de 1.0 M NaCl. Con el
registro de pH y conocido el patrén de elucién
de la proteina a 280 nm, se procedid a
neutralizar cada fraccion; las fracciones
colectadas entre pH 11.0 y 7.0 recibieron Tris-
HCl, 1.1M, pH 7.4 y las fracciones eluidas entre
pH 6.99 y pH 3.5 asi como las proteinas
colectadas con NaCl 1 M se neutralizaron con
Imidazol 1.1 M. Una vez neutralizadas el total
de las fracciones de proteina, las fracciones se
agruparon en el rango de pH de elucién del
pico de proteina: basicas (A, pH, 10.75-9.75;
B, pH, 9.58-8.41), neutra (C, pH, 7.98-6.89) y
acidas (D, pH, 6.88-5.41; E, pH, 5.36-3.46).
Los distintos picos de proteinas se dializaron
de forma independiente y se liofilizaron hasta
su analisis.

Analisis electroforético (SDS-PAGE)

El patron electroforético y el peso molecular se
determinaron mediante una electroforesis en
placa con geles de poliacrilamida al 12.5 % a
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recovered by adding 1.0 M NaCl. Each fraction
was then neutralized based on the pH record
and the known protein elution pattern at 280
nm. Fractions collected between pH 11.0 and
7.0 were neutralized with 1.1 M Tris-HCl, and
those eluded between pH 6.99 and 3.5, as well
as those collected with 1 M NaCl, were
neutralized with 1.1 M imidazole. After all
fractions were neutralized, they were grouped
according to the pH range of the elution protein
peak: basic (A, pH 10.75-9.75; B, pH 9.58-
8.41); neutral (C, pH 7.98-6.89); and acidic (D,
pH 6.88-5.41; E, pH 5.36-3.46). The different
protein peaks were dialyzed separately and then
lyophilized.

Electrophoretic (SDS-PAGE) analysis

The protein fractions isolated during LH
purification and their isoforms were analyzed
with SDS-PAGE(23), and their electrophoretic
patterns compared to the LH reference (USDA-
bLH-B5). The resulting gels were stained
following manufacturer instructions (Silver Stain
Kit, Bio-Rad Laboratories, Inc.). Prestained, low
molecular-weight markers were used as
references (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Total protein quantification

Protein content was quantified in each fraction
isolated during the LH purification and their
isoforms, according to Bradford method(24),
Bovine serum albumin (BSA) was used as a
reference standard.

Immunological analysis of LH and its
isoforms

Identification of LH-immunoreactive proteins

The molecular weight of proteins immunoreactive to
the LH was determined through immunoblotting(23)
The reference standard (USDA-bLH-B5), a
protein fraction, or an isoform were analyzed
by SDS-PAGE at a concentration of 100 ng of
protein. At the end of electrophoresis, the
proteins present in the gel were transferred
(200 mA/75 min: Trans-Blot Semi-Dry, Bio-
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pH 8.6 en presencia de dodecil sulfato de
sodio(23) en aquellas fracciones de proteina
obtenidas durante la purificacion de la LH y sus
isoformas. El patron electroforético se compard
con la LH de referencia (USDA-bLH-B5). Una
vez concluida la electroforesis, el gel se tind
con plata siguiendo las especificaciones del
estuche comercial (Silver Stain Kit, Bio-Rad,
Laboratories, Inc). Como referencia se utilizaron
marcadores pretefiidos de bajo peso molecular
(Bio-Rad Laboratories, Inc).

Cuantificacién de proteinas totales

La concentracién de proteina se determind en
cada fraccion obtenida durante la purificacion
de la LH y sus isoformas por el método de
Bradford(24). Se utilizd como estandar a la
albumina sérica bovina (BSA).

Analisis inmunologico de la LH y sus
isoformas

Identificaciéon de proteinas inmunoreactivas a
LH

El peso molecular de las proteinas inmunoreactivas
a LH se determind por medio de la
inmunotransferencia(25). El andlisis se inicio
después de concluida la electroforesis en placa
con geles de poliacrilamida al 12.5% a pH 8.6
en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE). En breve, 100 ng de proteina del patrén
de referencia USDA-bLH-B5 o de las distintas
fracciones obtenidas durante la extraccion vy
purificacion de la LH y sus isoformas se
transfirieron (Trans-Blot Semi-Dry (Bio-Rad,
USA), 200 mA/75 min) a una membrana de
nitrocelulosa (0.45 um trans, blot, Bio-Rad).
Transferidas las proteinas a la membrana de
nitrocelulosa se incubd a 4 °C durante 16 h con
el anticuerpo primario generado en conejo (anti-
oLH-26) a una dilucion 1:1000. Al término, la
membrana se incubd durante 60 min a
temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario (anti IgG de conejo generado en
cabra y conjugado a peroxidasa, Jackson
Immuno Research) diluido 1:20,000. El revelado
se realizd por quimioluminiscencia (ImmobilonTM

35

Rad, USA) to a nitrocellulose membrane (0.45
um Trans-Blot, Bio-Rad). The membranes were
incubated at 4 °C for 16 h with a 1:1000 dilution
of rabbit-generated primary antibody (anti-oLH-
26). They were then incubated for 60 min at
room temperature with a 1:20,000 dilution of
the secondary antibody (rabbit anti-IgG
generated in goat and conjugated to peroxidase;
Jackson Immuno Research). The membranes
were viewed with chemiluminscence
(ImmobilonTM Western Chemiluminescent HRP
Substrate, Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA).

Quantification of immunoreactive LH

Immunoreactive LH was quantified with liquid-
phase radioimmunoassay (RIA) after validation
with bovine LH(11), Each protein fraction from
LH purification and their isoforms were analyzed
at six doses (0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 and 6.4 ng
protein/tube), with four replicates per dose. The
LH reference (USDA-bLH-B5) was used as a
standard at eight doses (0.01, 0.1, 0.25, 0.5,
1.0, 2.5, 5.0 and 10 ng/tube). To create a
tracer, NaI125 was incorporated into the USDA-
bLH-B5 following the IODO-GEN method(11),
Primary antibody (anti-oLH-26) was used at a
1:40,000 dilution in the presence of normal
rabbit serum (1:1600). Precipitation of the
antigen-antibody complex occurred after 24 h
at 4 °C with the secondary antibody (anti-IgG
from rabbit generated in burro, 1:80). After
addition of 1 ml 0.05 M PBS buffer (pH 7.2)
containing 0.1% BSA, the immunoprecipitated
fraction was separated from the unbonded
fraction by centrifuging at 1,500 xg for 15 min
at 4 °C. A gamma radiation counter was used
to analyze the immunoprecipitated fraction.
Assay sensitivity was 0.1 ng/tube. Using the
reference curve EC50 as the dose value
parameter, intra-assay variation was 2 % and
interassay variation was 5 %.

Quantitative LH concentration was measured
by calculating IC50, defined as the protein
concentration (ng protein or LH/tube) that
caused 50 % inhibition of the %B/Bo response.
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Western Chemiluminescent HRP Sustrate,
Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).

Cuantificacion de la LH inmunoreactiva (irLH)

La determinacion cuantitativa de la LH
inmunoreactiva se determiné con un
radioinmunoensayo (RIA) en fase liquida,
validado previamente para la LH bovina(11),
Cada fracciéon obtenida durante la purificacion
de la LH vy sus isoformas se analizé a las dosis
de 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 ng de proteina/
tubo en cuatro réplicas y como estandar se
utilizéd al USDA-bLH-B5 a las dosis de 0.01, 0.1,
0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10 ng/tubo. El trazador
se form6 con la incorporacion del Nal125 al
USDA-bLH-B5 mediante el método del I0DO-
GEN(11), El anticuerpo primario (anti-oLH-26)
generado en conejo se utilizd a una dilucion de
trabajo 1:40,000 en presencia de suero normal
de conejo, 1:1600 y la precipitacion del complejo
antigeno-anticuerpo se obtuvo después de 24 h
de incubacion a 4 °C con el anticuerpo secundario
(anti-IgG de conejo generado en burro, 1:80).
Finalmente, la fraccidn inmunoprecipitada se
separd de la fraccidén no unida por centrifugacion
(1,500 xg por 15 min a 4 °C) previa adicién de
1 ml de amortiguador PBS 0.05M, pH 7.2 que
contenia BSA al 0.1 %. La fraccidn
inmunoprecipitada se analizd en un contador
de radiaciones gamma. La sensibilidad del
ensayo fue de 0.1 ng/tubo y el coeficiente de
variacion intra e interensayo tomando como
parametro el valor de la dosis al EC50 de la
curva de referencia correspondio al 2 y 5 %,
respectivamente.

La concentracion cuantitativa de la LH se
determind a partir del calculo del parametro
IC50, definido como la concentracién de proteina
(ng de proteina o LH/tubo) que causd el 50 %
de inhibicion en la respuesta del %B/Bo. Para
lo anterior se utilizd el programa estadistico
Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., USA) que
incluyd la ecuacion de Hill. Ambos parametros,
IC50 y la pendiente de Hill se compararon con
la prueba F de la suma de cuadrados, probando
como hipdtesis nula que estos parametros son
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This calculation was done using the Prism 6.0
(Graph Pad Software, Inc., USA) program, which
includes the Hill equation. The IC50 and Hill
slope (h) values were compared with the sum-
squared F-test using a null hypothesis of the
parameters being identical between each
evaluated hormone pair; if a P>0.05 value is
generated the parameter is deemed the same
for both fits(26). A one-way ANOVA and a Tukey
multiple comparison test were applied to identify
significant differences (P<0.05) between the
tested isoforms(27,28),

Measuring LH isoform biological activity

Biological activity was quantified by measuring
cAMP production in three replicates per dose in
three independent assays. HEK-293 cells(20)
transfected with rat LH recombinant receptor
cDNA (provided by Dr. Mario Ascoli, Iowa
University, Iowa City, IA,USA) were stimulated
with the reference pattern (USDA-bLH-B5) or
one of the isoforms. These were differentiated
when their isoelectric points (IEP) were
sufficiently separated between proteins, and
each represented a LH polymorphism. Based
on these criteria, three isoforms were analyzed:
basic (B, pH 9.58-8.41); neutral (C, pH 7.98-
6.89); and acidic (E, pH 5.36-3.46).

The HEK-293 cells were cultured in a 162 cm?
culture box (Costar, Cambridge, MA, USA)
containing high glucose Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) supplemented with
5 % lamb fetal serum, 0.002 M L-glutamine,
100 ug/ml geneticine, 50 UI/ml penicillin and
100 pg/ml streptomycin. Cells with 90%
confluence were reseeded in 24-well boxes
(Gibco, BRL) at a 5 X 104 concentration per
well and incubated in a 5% CO, atmosphere
for 24 h at 37 °C. The medium was then
removed and the cells exposed for 24 h to
increasing doses (6.25, 12.5 25.0, 50.0, 100.0
and 200.0 ng/ml) of immunoreactive LH from
USDA-bLH-B5 or an isoform. Each hormone was
diluted in culture medium containing 0.0125 M
3-isobutyl-1-methylxantine (phosphodiesterase
inhibitor).
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idénticos entre cada par de hormonas evaluadas;
si se obtiene un valor de P>0.05, se concluye
que el parametro es el mismo para los dos
ajustes(26), Adicionalmente, se utilizd ANOVA
de una via seguida de la prueba de comparacién
multiple de Tukey para determinar diferencias
significativas (P<0.05) entre las isoformas
ensayadas(27,28),

Determinacion de la actividad biologica de las
isoformas de la LH

La actividad bioldgica se determind midiendo la
produccion de AMPc en tres réplicas por dosis
en tres ensayos independientes. En breve, las
células HEK-293(20) transfectadas con el cDNA
del receptor recombinante de LH de rata
(proporcionadas por el Dr. Mario Ascoli, ITowa
University, Iowa City, IA), se estimularon con el
patron de referencia (USDA-bLH-B5) o con cada
isoforma, que por su punto isoeléctrico (pI)
representd el polimorfismo de la LH y cuyo pI
se encontrd lo suficientemente alejado entre
proteinas; con base en estos criterios se
analizaron las isoformas, basica (B, pH; 9.58-
8.41), neutra (C, pH; 7.98-6.89) y acida (E,
pH; 5.36-3.46).

Para ello, las células HEK-293 transfectadas se
cultivaron en caja de cultivo de 162 cm2 (Costar,
Cambridge, MA, EUA) que contenia el medio
DMEM (Dulbecco “s Modified Eagle Medium) alto
en glucosa, suplementado con 5 % de suero
fetal de ternera, 0.002 M de L-glutamina, 100
ug/ml de geneticina 50 UI/ml de penicilina y
100 ug/ml de estreptomicina. Las células
confluentes en un 90 % se resembraron en
cajas de 24 pozos (Gibco, BRL) con una
densidad de 5 X 104 células por pozo y se
incubaron en una atmdsfera de 5 % de CO;
por 24 h a 37 °C. Al término, se retir6 el medio
y las células se expusieron durante 24 h a
dosis crecientes de LH inmunoreactiva del USDA-
bLH-B5 o de cada isoforma (6.25, 12.5 25.0,
50.0, 100.0 y 200.0 ng/ml). Cada hormona
se diluyé en medio de cultivo que contenia
0.0125 M de 3-isobutil-1-metilxantina (inhibidor
de la fosfodiesterasa).
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Total cAMP content was measured in the culture
medium with liquid phase RIA(21). The cAMP
tracer 2-0-monosuccinyl tyrosyl-methyl ester
(Sigma) was labelled with Nal125 (Amersham
International Limited, UK) following the
chloramine-T method(29). The primary antibody
(anti-cAMP, CV-27, NIADDK, Bethesda, MD, USA)
was used at a 1:70,000 dilution in the presence
of 0.005 M sodium and 0.1 % BSA (pH 6.1).
Each reaction tube was incubated for 24 h at
4 °C, and then the bonded antibody separated
from the free cAMP by adding cold ethanol,
and then centrifuging at 1,500 xg for 30 min at
4 °C. The immunoprecipitated fraction was
analyzed in a gamma radiation counter. Assay
sensitivity was 2.0 pmol/ml with a 2 % intra-
assay variation coefficient, and a 5 % interassay
variation coefficient. Production of cAMP was
calculated by interpolating from the cAMP 2-0-
monosuccinyl tyrosyl-methyl ester reference
curve.

Each isoform's biological activity was measured
by calculating the EC50 parameter, defined as
the amount of LH (ng/ml) required to generate
a response equal to 50 % of the maximum
response under assay conditions(26,27), For this
purpose, the experimental data were fitted in
four-parameter dose-stimulation response curves
in the tested LH immunoreactive dose range
for the standard and for each isoform. These
calculations were done with the Prism 6.0
program (GraphPad Software, Inc., USA).

Using the fit curves, statistical comparisons were
made of the EC50 parameters and Hill slope
(h). These comparisons were done with the
sum-of-squares F-test, testing the null
hypothesis of the parameters being identical
between each pair of evaluated hormones; a
value of P>0.05 indicated the parameter was
the same in both fits(27). A one-way ANOVA
and the Tukey multiple comparison test were
applied to identify significant differences
(P<0.05) between the relative bioactivity
strength of each assayed isoform.
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El contenido de AMPc total se midié en el medio
de cultivo a través de radioinmunoensayo en
fase liquida(21). Para ello el trazador 2-0-
monosuccinil tirosil-metil éster de AMPc (Sigma)
se radiomarcdé con Nal25I (Amersham
International Limite, Reino Unido) mediante el
método de la Cloramina-T(29), El anticuerpo
primario (anti-AMPc, CV-27, NIADDK, Bethesda,
MD, USA) se utilizdé a una dilucién de 1:70,000
en presencia de acetato de sodio 0.005M vy
albumina sérica bovina al 0.1 %, pH 6.1. Cada
tubo de reaccion se incubd por 24 ha 4 °Cy
al término el anticuerpo unido se separd del
AMPc libre después de agregar etanol frio y
seguido de una centrifugacion a 1,500 xg durante
30 min a 4 °C. La fraccion inmunoprecipitada se
analizé en un contador de radiaciones gamma.
La sensibilidad del ensayo fue de 2.0 pmol/ml
y el coeficiente de variacién intra e interensayo
fue de 2 y 5 %, respectivamente. La produccion
de AMPc se calculd por interpolacion de los
resultados en la curva de referencia de 2-0-
monosuccinil tirosil-metil éster de AMPc.

La actividad bioldgica para cada isoforma se
determind a través del calculo del parametro
EC50, definido como la cantidad requerida de
LH (ng/ml) que generd una respuesta al 50 %
de la respuesta maxima, bajo las condiciones
establecidas en el ensayo(26,27), Para ello, los
datos experimentales se ajustaron en curvas
dosis-respuesta de estimulacién de cuatro
parametros, en el rango de la dosis de LH
inmunoreactiva probada del estandar y de cada
isoforma, utilizando el programa estadistico
Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., USA).

A partir de las curvas de ajuste se realizaron
comparaciones estadisticas de los parametros
EC50 y la pendiente de Hill (h). Para lo anterior
se utilizd la prueba F de la suma de cuadrados,
probando como hipdtesis nula que los
parametros son idénticos entre cada par de
hormonas evaluadas; si se obtiene un valor de
P>0.05, se concluye que el parametro es el
mismo para los dos ajustes(27)., Ademas, se
utiliz6 ANOVA de una via seguida de la prueba
de comparacion mdultiple de Tukey para
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RESULTS

Three fractions were generated during the
anterior lobe extraction process. The first
fraction, RO, corresponded to 63.2 % (77.16 g)
of the original weight. The second, R1, was
obtained with 40% ethanol with a 9.03 %
(11.02 g) yield. The third was the GPE,
recovered using 85% ethanol with a 8.24 %
(10.06 g) yield and a 226 ug LH/mg protein
concentration.

Five protein fractions resulted from GPE
purification in the ionic exchanger (Figure 1(I)).
Fraction CM-3ab exhibited the highest protein
content and high immunoreactive LH content
(Figure 1(II)). In contrast, fractions CM-1cd and
CM-1ef had low LH and protein contents, and
were excluded from the analysis.

In the electrophoresis patterns generated under
non-reducing (NR) conditions (i.e. absence of
B-mercaptoethanol) (Figure 1(II)), CM-3ab
exhibited a pattern similar to that of the
reference, consisting of two proteins with
molecular weights of 36.5 and 23.4 kDa,
respectively (Figure 1(III)). Although both these
proteins were present in the GPE, as well as
CM-1ab and CM-2ab, the pattern in the latter
two fractions was more heterogeneous with an
additional predominant, higher weight (56.0
kDa) protein. Under reducing (R) conditions (i.e.
presence of B-mercaptoethanol), CM-3ab
exhibited three proteins with weights of 23.4,
20.8 and 17.0 kDa, respectively. Fractions CM-
lab and CM-2ab had a similar pattern, with
addition of an even more dominant protein at
72.0 kDa. Based on their patterns, the latter
two fractions were excluded, and LH charge
isoforms were isolated only from fraction CM-
3ab (pH 9.5).

In the PBE-118 ionic exchanger, the CM-3ab
elution pattern exhibited five protein peaks along
the pH gradient, each peak corresponding to
an isoform (Figure 2(I)). Of the total recovered
immunoreactive LH, 72.8 % was obtained at a
basic pH (>7.5, fractions A and B), 6.3 % at a



Figura 1.

Figure1.
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[) Patron de elucién del extracto glicoprotéico (GPE) en CM-Sepharosa. II) Concentracién de proteina (mg)
y LH inmunoreactiva para cada fraccién. lll) Patron electroforético del USDA-bLH-B5, el (CPE) y de las
fracciones con actividad inmunoldgica de LH. NR, condiciones no reductoras; R, reductoras

[) Elution pattern of the glycoproteic extract (GPE) during its cation-exchange chromatography with CM-
Sepharose. Il) Table summarizing the protein concentration (mg) and concentration of LH (ug LH/mg
protein) of each fraction. Ill) Electrophoretic pattern of the reference LH (USDA-bLH-B5), the GPE and the
fractions with LH immunological activity under non-reducing (NR) and reducing (R) conditions. Arrows
indicated at proteins with molecular weights of 72, 60, 36.5, 23.4, 20.8, 17.0 kDa, respectively
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determinar diferencias significativas (P<0.05)
entre la biopotencia relativa de las isoformas
ensayadas.

Figura 2. I) Patrén de elucion de la fraccion CM-3ab en
el cromatoenfoque. Cada pico de proteina se identifico
con una letra, comenzando con la proteina de elucién a
pH basico (A) y finalizando con la proteina que eluy6 a
pH é&cido (E). La fraccion S se obtuvo con 1.0M NaCl. 1)
Cuadro de rendimiento y concentracién de LH/mg de
proteina para cada isoforma

Figure 2. 1) Elution pattern of the CM-3ab fraction in
chromatofocusing. Protein was monitored at 280 nm and
each protein peak was identified with a letter, starting
with the elution protein at basic pH (A) and ending with
the eluted protein at acid pH (E). The protein that did not
eluted with the gradient was obtained after, using 1.0M
NaCl and was designated as S. Il) Table summarizing the
protein concentration and LH-specific for each isoform
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I I Purification of bovine LH isoforms from the
CM-3ab fraction of GPE

Isofom Protein (mg) * in **
(pH range) t g LH/mg protein
A (10.75-9.75) 1.0 112.5t 141
B (9.58-8.41) 179 673.1137.7
C (7.98-6.89) 6.9 16131129
D (6.88-5.41) 7.9 232.9t 13.1
E (5.36-3.46) 8.5 199.31 5.3
S 0.4 160t 0.6
*E stimated by Bradford  **E stimatedby RIA
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neutral pH (7.4 - 6.6, fraction C), and 20.1 % at
an acidic pH (< 6.5, fractions D and E). Each
isoform had different protein and immunoreactive
LH contents (Figure 2(II)).

Under NR electrophoretic conditions (Figure 3(I),
upper panel), each LH isoform exhibited a
homogeneous pattern with two dominant protein
bands (36.5 and 23.4 kDa) in a pattern similar
to those of USDA-bLH-B5 and CM-3ab. Although
the GPE and isoform E (pH; 5.36-3.46) had a
pattern similar to those above, they also included

Figura 3. Patrén electroforético (I) y analisis por
inmunotransferencia (Il) de cada isoforma de LH bovina.
USDA-bLH-B5, patrén de referencia; GPE, extracto
glicoprotéico; fraccién CM-3ab; isoformas, A (pH 10.75-
9.75); B (pH 9.58-8.41); C (pH 7.98-6.89); D (pH 6.88-
5.41); E (pH 5.36-3.46)

Figure 3. Electrophoretic pattern (I) and immunobloting
electrophoretic pattern (Il) for the standard bLH (USDA-
bLH-B5), glycoprotein extract (GPE), CM-3ab fraction,
isoform A, pH 10.75-9.75; B, pH 9.58-8.41; C, pH 7.98-
6.89; D, pH 6.88-5.41; E, pH 5.36-3.46 in non-reducing
and reducing conditions

Electophosis WesternBlt

“ “
x )
x> x>
~ D ) ~ D
S Lishom " < % Widom
S SeB
D S ABCDE | S ABCDE yp
55 -

- %5

/23.4

383

Non-Reducing

=

Vi

58 3

Reducing

=




ACTIVIDAD DE LAS ISOFORMAS DE CARGA DE LA HORMONA LUTEINIZANTE BOVINA

RESULTADOS

Durante el proceso de extraccion de los I6bulos
anteriores se generaron tres fracciones. El RO
que correspondio al 63.2 % (77.16 g) del peso
original; el R1, que se obtuvo con el 40 % de
etanol, con un rendimiento del 9.03 % (11.02 g)
y el extracto glicoprotéico (EGP) que se recupero
con el 85 % de etanol, con un rendimiento del
8.24 % (10.06 g) y una concentraciéon de 226
hg de LH/mg de proteina.

Del EGP purificado en el intercambiador i6nico
se obtuvieron cinco fracciones de proteina
(Figura 1(I)). La fraccion CM-3ab mostro el
mayor contenido de proteina y un alto contenido
de LH inmunoreactiva (Figura 1(II)); en
contraste, las fracciones CM-1cd y CM-1lef
mostraron un bajo contenido de LH y cantidad

Figura 4.

a 55.0 kDa protein. Under R electrophoretic
conditions (Figure 3(I), lower panel), all the
isoforms exhibited the same pattern as the GPE,
CM-3ab and USDA-bLH-B5. Of interest is the
presence of a 17.0 kDa protein in CM-3ab and
the B, C and D isoforms.

Immunotransference analysis under NR
conditions (Figure 3(II), upper panel) showed
that the different isoforms maintained a LH
immunoreactive protein pattern similar to that
of USDA-bLH-B5 with the 36.5 kDa protein most
notable. Under R conditions, this protein almost
disappears while lower weight proteins (23.4
and 20.8 kDa) increase in intensity.

When the LH isoform and CM-3ab fraction are
compared to the reference standard in the RIA
displacement curves (Figure 4), immunological

Curva dosis-respuesta en el sistema de RIA especifico para LH. 1) USDA-bLH-B5 y la fraccion CM-3ab. II)

USDA-bLH-B5 e isoformas basicas (A, pH, 10.75-9.75; B, pH, 9.58-8.41); USDA-bLH-B5 e isoforma neutra
(C, pH, 7.98-6.89); USDA-bLH-B5 e isoformas acidas (D, pH, 6.88-5.41 y E, pH 5.36-3.46). Ill) Parametros

de andlisis de la relacion B/Bo vs dosis

Figure 4.

Inhibitory dose-response curves of a LH-specific RIA for the standard bLH (USDA-bLH-B5) and isoforms.

[) The reference standard and CM-3ab fraction. Il) Standard and basic isoforms (A, pH, 10.75-9.75, B, pH,
9.58-8.41); Standard and neutral isoform (C, pH 7.98-6.89); Standard and acidic isoforms (D, pH 6.88-5.41
and E, pH 5.36-3.46). Ill) Table summarizing the analysis parameters of the B/Bo vs dose
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de proteina, por lo que se excluyeron del estudio
y no se analizaron electroforéticamente. El
patron electroforético de aquellas fracciones con
mayor contenido de proteina y LH se ejemplifica
en la Figura 1(II).

De acuerdo al patrdn electroforético, en ausencia
de B-mercaptoetanol (condiciones no reductoras,
NR), la fraccion CM-3ab vy el patrén de referencia
presentaron un patrén similar que consistié de
dos proteinas con un peso molecular de 36.5 y
23.4 kDa, respectivamente (Figura 1(III)). A
pesar de la presencia de estas dos proteinas en
el extracto glicoprotéico y en las fracciones CM-
1ab, CM-2ab, el patrén electroforético en estas
ultimas fracciones resultdé mas heterogéneo, y
se observd una proteina predominante de mayor
peso molecular (56.0 kDa). En presencia de
B-mercaptoetanol (condiciones reductoras, R),
el patrén electroforético de la fraccion CM-3ab
se caracterizo por la presencia de tres proteinas
con un peso molecular de 23.4, 20.8 y 17.0
kDa, respectivamente; las fracciones CM-1ab y
CM-2ab presentaron un patrén similar, sin
embargo en ellas se observd una proteina muy
intensa de peso molecular de 72.0 kDa. Con
base en este patrén electroforético se decidid
gue ambas fracciones de proteina se excluyeran
del estudio, por lo tanto el grupo de isoformas
de carga de LH se aislaron Unicamente de la
fraccion CM-3ab (pH 9.5).

El patron de elucion de la fraccion CM-3ab en
el intercambiador idnico, PBE118, se distribuyd
en cinco picos de proteina a través del gradiente
de pH; cada pico correspondid a una isoforma
(Figura 2(I)). Del total de LH inmunoreactiva
recuperada, el 72.8 % se obtuvo a pH basico
(=7.5, fracciones A y B), mientras que a pH neutro
(7.4 a 6.6, fraccion C) se recuperd el 6.3 % y a
pH acido (<6.5, fracciones D y E) el 20.1 %. La
cantidad de proteina y de LH inmunoreactiva para
cada isoforma se resume en la Figura 2(II).

En el patrén electroforético en condiciones no
reductoras (Figura 3(I), panel superior) cada
isoforma de la LH mostrd un patron homogéneo
con dos bandas de proteinas predominantes de
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activity (IC50) is similar between USDA-bLH-B5
and CM-3ab (Figure 4(II)). However, the IC50
for the reference was lower than those of the
isoforms, indicating that the standard is
immunologically more active versus the antibody
used in the assay. The dose-response curve
slopes of the standard and the isoforms did not
differ, indicating the proteins' identity (Figure
4(IID)).

Production of cAMP by HEK-239 cells in response
to the immunoreactive LH standard and the LH
isoforms was dose-dependent (Figure 5(I)).
Calculation of EC50 as a proxy for biological
activity on the normalized dose-response curve
showed the standard and the isoforms to differ
(Figure 5(II)). The neutral isoform had the
lowest EC50 value, meaning it was the most
biologically active, whereas the acidic isoform
had the highest EC50 value and therefore the
lowest bioactivity (Figure 5(III)). For the
standard, the Hill slope (h) value differed from
those of the basic and acidic isoforms, but not
from that of the neutral isoform (Figure 5(III)).

DISCUSSION

Polymorphism in mammal LH is reflected in its
physicochemical, immunological and biological
properties. In vivo(13,14,15) and in vitro(16,17)
bioassays have been done of biological activity in
different LH isolates from ruminant hypophyses.
The results indicate that basic isoforms are the
most bioactive proteins in vitro, whereas acidic
isoforms are more active in vivo. Recent
developments include bioassays using cell lines
that express gonadotropin receptors, which allow
study of biologically functional proteins(20,30),

The present study is the first time an in vitro
bioassay using HEK-293 cells transfected with
rat LH receptor cDNA has been applied to
evaluate biological activity in different charge
isoforms of bovine hypophysis(20). Quantitative
CcAMP production per immunoreactive LH unit
differed between isoforms, with the neutral
isoform having more activity than the basic and
acidic isoforms.
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peso molecular de 36.5 y 23.4 kDa respectivamente,
patrén similar al USDA-bLH-B5 y a la fraccion
CM-3ab. A pesar que el extracto glicoprotéico
(EGP) y la isoforma E (pH; 5.36-3.46) mostraron
un patrén similar en ellos, se observd una
proteina de 55.0 kDa. Asimismo, en condiciones
reductoras, cada isoforma mostré el mismo
patréon electroforético que el extracto
glicoprotéico, la fraccion CM-3ab y el USDA-
bLH-B5. Interesantemente, se presentd una
banda de proteina de 17 kDa particularmente
en la fraccion CM-3ab y en las isoformas B, C
y D (Figura 3(I), panel inferior).

Del analisis por inmunotransferencia en
condiciones no reductoras (Figura 3(II), panel
superior) se desprende que las distintas
isoformas conservan un patron de proteina
inmunoreactiva a LH similar al USDA-bLH-B5,
siendo la proteina de 36.5 kDa una de las
bandas de proteina importantes, que en
condiciones reductoras practicamente
desaparece y se incrementan las proteinas de
menor peso molecular (23.4 y 20.8 kDa).

Las curvas de desplazamiento que se obtuvieron
con el radioinmunoensayo para las diferentes
isoformas de la LH y la fraccion CM-3ab en
comparacion con el estandar de referencia se
presentan en la Figura 4. La actividad
inmunoldgica referida como el parametro IC50
mostrd un valor similar entre el USDA-bLH-B5
y la fraccién CM-3ab (Figura 4(II)). En contraste,
el valor de IC50 del estandar fue significati-
vamente menor al de las isoformas, que indica
que el estandar es inmunoldgicamente mas
activo ante el anticuerpo utilizado. Las
pendientes de las curvas dosis-respuesta del
estandar y las de las isoformas no fueron
estadisticamente diferentes, lo que denota la
identidad de las proteinas (Figura 4(III)).

La cantidad de AMPc producido por las células
HEK-293 después de 24 h de tratamiento con
las diferentes dosis de LH inmunoreactiva del
estandar o con cada isoforma de LH se
ejemplifica en la Figura 5(I). La produccién de
AMPc fue dependiente de la dosis y el calculo
del parametro EC50 como indicativo de actividad
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Under the studied bioassay conditions, the
response patterns for the different bovine LH
isolates were dose-dependent between 6.5 and
100 ng immunoreactive LH. Production of cCAMP
was unaltered at higher doses and even
exhibited a decline. This response pattern could
indicate desensitizing of the limited number of
receptors in the HEK-293 cells through a
relatively slow down-regulation process of the

Figura 5. Produccion de AMPc por las células HEK-293
con el estimulo de bLH y sus isoformas. 1) Dosis-respuesta
para la isoforma basica (B), neutra (C) y &cida (E). Il)
Respuesta normalizada en la produccion de AMPc por
dosis de LH inmunoreactiva. Ill) Andlisis de las curvas
dosis-respuesta. Los resultados presentan el promedio
de tres ensayos independientes por isoforma.

Figure 5.  AMPc production in HEK-293 cells after
stimulation with different isoforms of LH. 1) Dose-response
pattern isoforms to basic (B), neutral (C) and acidic (E).
) Normalized response pattern in cAMP production by
LH immunoreactive dose. Ill) Analysis parameters of the
dose-response curve. Each point represents the mean of
three independent assays for each isoform

1004

cAMP (pmol/ml)

cAMP production (%)

0

01 1 10 100 100

001 01 1 10 100 1000
iLH (ng/m) irLH (ng/ml)
Ml sumreryoftre LHdose deperdert effect oncAVPpraduciion by
HEK293 cells
Homrone ECs, h R2
USDAbLHb5 967 124 094
Besic 1401°2 ogra 0980
Neutral 663%° 181 0961
Acidic 1896 o4b 0%
* Indcates p <0.06 vs UBDAbLHBS
abC Rferent biter supercipts n the sarme colrms indicate sgriicart
differentaes (p <0.05)



Alvaro Ortega, et al. / Rev Mex Cienc Pecu 2016;7(1):29-51

biolégica sobre la curva dosis-respuesta
normalizada (Figura 5(II)) result6 diferente entre
las isoformas y el estandar, con la isoforma
neutra mas activa biolégicamente con un EC50
menor; en contraste, la isoforma acida mostrd
la menor actividad bioldgica con un EC50 mayor
(Figura 5(III)). El valor de la pendiente (h) del
estandar con respecto a la isoforma basica y la
acida denoto¢ diferencias significativas, en tanto
gue al comparar la pendiente del estandar con
la isoforma neutra no se observo diferencia
(Figura 5(III)).

DISCUSION

El polimorfismo de la LH de mamiferos se refleja
en sus propiedades fisicoquimicas, inmunoldgicas
y bioldgicas. La actividad bioldgica de distintos
aislados de la LH hipofisaria de rumiantes se
ha determinado con bioensayos in vivo(13,14,15)
e in vitro(16,17) con resultados que indican que
las isoformas basicas son las proteinas mas
bioactivas in vitro, en tanto que la mayor respuesta
in vivo lo generan las isoformas acidas. En afios
recientes el desarrollo de bioensayos usando
lineas celulares que expresan receptores para
gonadotropinas ha permitido evaluar proteinas
bioldgicamente funcionales(20,30),

El presente estudio evalud la actividad bioldgica
de distintas isoformas de carga de LH de la
hipofisis bovina utilizando por primera vez el
bioensayo in vitro de las células HEK-293
transfectadas con el cDNA para el receptor de
la LH de rata(20) con resultados que mostraron
diferencias significativas en la produccion
cuantitativa de AMPc por unidad de LH
inmunoreactiva, siendo la isoforma de tipo
neutro la que resultd la mas activa al comparar
su efecto con su andloga basica y acida.

En este estudio, y bajo las condiciones del
bioensayo, el patréon de respuesta con los
diferentes aislados de LH bovina fue dependiente
de la dosis en el rango de 6.5 a 100 ng de LH
inmunoreactiva, mientras que la produccion de
AMPc a dosis mayores no se modificd, mas aun
se presentd una caida en la produccién. Este
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number of receptors in each cell(22), However,
it could also be a product of the relatively rapid
process of a decrease in the LH receptor's
capacity to interact with and activate its related
G proteins(31). Time-dependent cAMP production
was not analyzed in the present study, but 24 h
of stimulus allowed an evaluation of differential
changes in CAMP production between isoforms.

The greater response of the basic isoform
compared to that of the acidic isoform coincided
with the biological effect reported after placing
different doses of diabetic and obese rat
hypophysis eluted at basic and acidic pHs in
HEK-293 cells(20,21), It is a response pattern
also seen in vitro in primary Leydig cell cultures
after stimulus with human(32), rat(33) and
ovine(17) LH hypophysis isoforms, as well as
with basic isoforms present in circulation(16),

Why biological activity differed between the tested
isoforms is not completely dear. Partial or total removal
of some isoform oligosaccharide components by
chemical or enzymatic means modifies their
activity(34,35), suggesting that one explanation may
be the type of oligosaccharides in each isoform(4).
For example, removal of the sulphate group in bovine
LH containing only oligosaccharides with sulphated
N-acetylgalactosamine terminals (thus exposing the
N-acetylgalactosamine) produces greater LH
depuration from the blood(36). This occurs due
to easy recognition of the desulphated LH by
the specific receptor in the liver (Gal/GalNAc-
specific receptor), which proportionally reduces
this protein's in vivo biological activity(36,37),

Total removal of the oligosaccharide from LH
has shown that deglycosilated hormones can
no longer stimulate adenylate cyclase activity,
although no apparent change occurs in receptor
affinity(38). Deglycosilated hormones exhibit
antagonistic functions in second messenger
formation and production(39), and therefore on
production of steroidal hormones(40). Variation
in receptor affinity for each isoform may also
have had an effect. Studies of bonding in HEK-
239 cells transfected with rat LH receptor cDNA
have shown that there is a constant association
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patron de respuesta en el bioensayo podria ser
un indicativo de la desensibilizacién del nimero
limitado de receptores presentes en las células
HEK-293(22) a través de un proceso relativamente
lento de regulaciéon a la baja del niumero de
receptores presentes en cada célula, o bien
mediante el proceso relativamente rapido de la
disminucion en la capacidad del receptor de la
LH de interactuar y activar a sus proteinas G
afines(31), Aunque en este estudio no se analizd
la produccién de AMPc dependiente del tiempo,
24 h de estimulo permitié evaluar el cambio
diferencial en la produccion de AMPc entre
isoformas.

El patron de respuesta mayor entre la isoforma
basica con respecto a su analoga acida de la
LH bovina coincidié con el efecto bioldgico que
se generd después de colocar diferentes dosis
de extractos de hipofisis de rata diabética y
obesa eluidos a pH basico o acidos en las células
HEK-293(20,21), Estos resultados también
coincidieron con el patron de respuesta
generado in vitro en cultivos primarios de células
de Leydig después del estimulo con isoformas
hipofisarias de la LH humana(32); de rata(33);
ovina(17), asi como con las isoformas bdsicas
presentes en la circulacidon(16),

La causa de la discrepancia en la actividad
bioldgica entre las isoformas ensayadas no es del
todo conocida, sin embargo, el o los mecanismos
de esta diferencia bioldgica, se atribuye en parte
al tipo de oligosacaridos que integran a cada
isoforma(4), dado que la remocién total o parcial
de algunos de los componentes de los
oligosacaridos por medios quimicos o enzimaticos
modifican su actividad bioldgica(34,35), La LH
bovina que contiene Unicamente oligosacaridos
con terminaciones de N-acetilgalactosamina
sulfatada(36), y la remocion del grupo sulfato que
expone a la N-acetilgalactosamina resulta en una
mayor depuracion de la hormona de la sangre,
debido a su alto reconocimiento de la LH
desulfatada por el receptor especifico presente
en el higado (Gal/GalNAc-receptor especifico),
reduciendo proporcionalmente la actividad
bioldgica in vivo de la proteina(36,37),
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at different orders of magnitude between
different mammal LHs(22), Bovine LH exhibits
the lowest affinity for the LH receptor, even
though it has repeated leucine-rich regions (LRR;
specifically leucine 3, 7, 8 and 9) in the receptor's
extracellular domain that are specifically for
recognizing this hormone(22),

It can therefore be inferred that cAMP
production after treatment with the different
isoforms could also depend on differentiated
affinity in the receptor. This makes it highly
probable that the LH's glycosylation pattern is
what regulates the differential pattern in
biological response measured as cAMP
production by HEK-239 cells after stimulation
with different LH isoforms. Proteins with distinct
receptor affinities can be produced as a result,
the interaction of which can be reflected in
changes in biological response quantified as
CcAMP production by cells.

The present data on isoform biological activity
will complement the limited data currently
available. To date, the neutral isoform in LH
from ruminants and other species has not been
immunologically or biologically characterized,
possibly because it is difficult to purify and
characterize due to its low content in the
adenohypophysis(13,40,41) and the blood(6). The
bioactivity recorded in the neutral isoform in
the present study is a valuable addition to
biological evaluation of the bovine LH isoform
spectrum. For the basic isoform, the observed
biological activity complements previous reports
on ovine(17), bovine(13) and rat LH(33) in which
the basic isoform exhibits greater in vitro
bioactivity than the acidic isoform. Under the in
vitro bioassay conditions used here, the isoforms
exhibited differential bioactivity, but use of a
homologous bioassay is desirable because it
would provide superior analysis of LH isoforms
in ruminants.

Quantitative immunoreactive LH concentration
in the LH isoforms isolated from the bovine
adenohypophysis was measured using USDA-
bLH-B5 as a reference. The RIA response
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Por otro lado, la remocién total del oligosacarido
de la LH, ha confirmado que las hormonas
deglicosiladas pierden su acciéon estimuladora
sobre la actividad de la adenilato ciclasa, sin
que se aprecie un cambio en su afinidad por el
receptor(38). Con ello, se ha observado que las
hormonas deglicosiladas presentan funciones
antagonicas en la induccion de la formacion y
produccion de segundos mensajeros(39) y por
ende sobre la produccién de hormonas
esteroides(40). Finalmente, no se puede
descartar la posible participacion del receptor
por diferencias en la afinidad por cada isoforma.
Estudios de unién en células HEK-293
transfectadas con el cDNA para el receptor de
la LH de rata(22), demostraron que existe una
constante de asociacién con diferente orden de
magnitud entre distintas LH de mamiferos,
siendo la LH bovina la que presentd la menor
afinidad por el receptor de LH, a pesar de
contar con las regiones repetidas ricas en leucina
(LRR) 3, 7, 8 y 9 en el dominio extracelular del
receptor, especificas para el reconocimiento de
esta hormona(22),

Con base en este estudio se puede inferir que
la produccion de AMPc después del tratamiento
con los diferentes tipos de isoformas depende
también de la afinidad diferenciada del receptor.
Por lo tanto, basados en esta serie de resultados
se puede establecer que el patrén diferencial
en la respuesta bioldgica sobre la produccion
de AMPc por las células HEK-293 a través del
estimulo con las distintas isoformas de la LH
esta regulado por el patrén de glicosilacion de
la LH, que puede dar origen a proteinas con
distinta afinidad por su receptor, y cuya
interaccién se refleje en un cambio en la
respuesta bioldgica medida como la produccién
de AMPc por las células.

Adicionalmente, hasta donde se sabe, la
caracterizacién inmunoldgica y bioldgica para la
isoforma de tipo neutro en rumiantes y otras
especies no se ha reportado, debido posiblemente
a su bajo contenido en la adenohipdfisis(13,40,41)
y en el suero(®), lo que genera dificultad para
su caracterizacion y purificacion. Con el resultado
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pattern depended in the amount of assayed
protein, exhibiting similar values between the
slopes, indicating the proteins are analogous.
Values for IC50 were also similar among elution
proteins in the same basic pH range (USDA-
bLH-B5; CM-3ab; and basic isoform B, pH 9.58-
8.41). However, they increased significantly in
the neutral and acidic isoforms, suggesting a
progressive decrease in LH immunological
activity.

Distinct immunological activity between isoforms
can be attributed to use of a polyclonal antibody
in the RIA which is specifically focused against
native oLH (NIDDK-oLH-26), a protein isolated
using a procedure similar to that described here.
A number of studies have shown that pure
forms of LH contain different components. In a
study using Nal125-labelled USDA-bLH-B5
analyzed using chromatofocusing(9), this
reference LH exhibited a basic type distribution
pattern in which 80 % of the LH eluted in a
basic pH range, while the rest of the labelled
protein eluted in neutral and acidic pH gradients.
This may indicate that the antibody generated
for oLH, used in the immunodiagnostic, is mostly
focused on basic isoforms with little emphasis
on neutral and acidic proteins in LH. A clear
advantage therefore exists for isoforms
recovered at extremely basic pH (e.g. isoform
A). Neutral and acid isoforms require more
protein for this antibody to identify them.

The increasing amount of protein in each
isoform could interfere in their biological
response due to possible contamination from
proteins structurally related to LH which remain
present throughout purification and in the final
products. However, this is unlikely since the
anti-oLH antibody had been shown to be highly
specific in quantifying LH in serum and ruminant
hypophysis extracts without generating cross
reactions with structurally related proteins such
as FSH and TSH(9,/11),

All the isoforms were recognized by the same
antibody, although specificity was greatest in
the basic isoform group. This was reflected in
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de la bioactividad de la isoforma neutra se
complementa la valoracion biolégica del espectro
de isoformas de LH bovina. Por otra parte, el
resultado de la actividad bioldgica reportado en
este estudio para la isoforma basica
complementa a lo reportado en la LH ovina(17),
bovina(13) y de rata(33) en donde la isoforma
basica muestra una mayor actividad bioldgica
in vitro con relacién a la isoforma acida. A
pesar de que bajo las condiciones de desarrollo
del bioensayo in vitro se observd un efecto
diferencial en la actividad bioldgica entre
isoformas, es deseable contar con un bioensayo
homdlogo de este tipo, que permita un mejor
analisis para las isoformas de la LH de
rumiantes.

La concentracién cuantitativa de LH
inmunoreactiva se determind en las distintas
isoformas de LH aisladas de la adenohipdfisis
bovina, tomando como referencia al USDA-bLH-
B5; el patrén de respuesta en el RIA fue
dependiente de la cantidad de proteina
ensayada. El valor entre pendientes fue similar,
lo que denotd identidad entre proteinas. De
forma interesante, el calculo de la dosis al 50 %
de inhibicion (IC50) como un referente de la
actividad inmunoldgica fue similar entre
proteinas de elucién en el rango basico (USDA-
bLH-B5, fracciéon CM-3ab y la isoforma basica
B, pH 9.58-8.41), en tanto que en la isoforma
neutra y las isoformas acidas, el valor de IC50
se incrementd significativamente, lo que se
interpretd como proteinas con menor actividad
inmunoldgica de LH.

Esta discrepancia en la actividad inmunoldgica
entre isoformas se puede atribuir a que para el
desarrollo del RIA se utilizd un anticuerpo
policlonal dirigido especificamente contra la oLH
nativa (NIDDK-oLH-26), proteina que se obtuvo
con un procedimiento similar al descrito en este
estudio. Diversos estudios han demostrado que
formas puras de la LH contienen diferentes
componentes. El patrén de referencia USDA-
bLH-B5 radiomarcado con Nal25I y analizado
en el cromatoenfoque mostré un patréon de
distribucion de tipo basico, en donde el 80 %
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the amount of protein required to attain the
IC50 dose in the system, which was significantly
lower in the other analyzed isoforms. Calculation
of each isoform's immunological activity using
the LH-specific heterologous assay may be
adequate, but more accurate immunological
evaluation will require developing a specific
homologue system for each isoform.

Glycoprotein extract (GPE) was generated in
the extraction process with the hypophysis
anterior lobes. Purification of the GPE in the
CM-Sepharose exchanger produced CM-3ab, a
protein fraction containing the greatest amount
of immunoreactive LH. Its physicochemical,
immunological and biological characteristics were
similar to those of the reference, and its
chromatofocusing distribution pattern was similar
to that of adenohypophysis tissue in
bovines(42,43,44), caprines(14) and humans(45),
Use of the chromatofocusing technique resulted
in higher LH yield (ug LH/mg protein) than
reported in other species and using other
techniques(15,17,44),

Of the isoforms isolated from CM-3ab using
chromatofocusing, LH immunoreactive proteins
in the basic pH range dominated. Similar
distribution patterns have been reported in ovine
species(42), and in the elution patterns of
ovine(46) and bovine hypophysis extracts(11,47),
It can therefore be assumed that the procedure
developed here to isolate isoform groups from
bovine LH does not interfere in the isoform
distribution patterns of bovine LH.

In NR conditions, the isoform group isolated
from the hypophysis anterior lobe had the same
molecular weight as the reference standard,
which corresponds to the 36.5 kDa heterodimer.
Under R conditions, the dominant presence of
proteins with 20.8 and 23.0 kDa molecular
weights corresponds to alpha- and beta-LH,
respectively, and with values reported for native
LH and its subunits(13,14,15), pattern analysis
of the acidic isoform under NR conditions showed
a series of high molecular weight proteins that
disappeared after treatment with the reducing
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de la LH eluyd en este rango de pH, y el resto
de la proteina radiomarcada eluyé en el rango
de pH neutro y acido del gradiente(9), resultado
que puede ser un indicativo que el anticuerpo
generado para oLH y que se utilizd para el
inmunodiagnostico esta dirigido en su mayoria
para isoformas basicas, y escasamente para
proteinas neutras y acidas de la LH, lo que le
genera una ventaja de inmunodeteccién sobre
aquellas isoformas recuperadas a pH
extremadamente basico, como resulta con la
isoforma A, por lo que neutras y acidas
requirieron mayor cantidad de proteina requerida
para ser identificadas por el anticuerpo.

El incremento en la cantidad de proteina para
cada isoforma podria interferir en la respuesta
biolégica debido a la presencia de posibles
contaminantes de proteinas estructuralmente
relacionadas con la LH, y que como se sabe
durante la purificacion, estan presentes hasta
los productos finales; sin embargo, esta
posibilidad se puede descartar dado que se
demostrd previamente la alta especificidad del
anticuerpo anti-oLH para cuantificar LH del suero
y de extractos de hipdfisis de rumiantes sin
generar ninguna reaccion cruzada con proteinas
como la FSH y TSH estructuralmente
emparentadas(9:11),

Todas las isoformas se reconocieron por el
mismo anticuerpo, sin embargo, la mayor
especificidad se presentd con el grupo de
isoformas basicas que se reflejé en la cantidad
de proteina requerida para alcanzar la dosis
IC50 en el sistema, y que fue significativamente
inferior con el resto de las isoformas analizadas.
Aunque podemos inferir que el calculo de la
actividad inmunoldgica para cada isoforma con
el ensayo heterdlogo especifico para LH es
adecuado, se debe considerar que para una
mejor valoracion inmunoldgica se requiere del
desarrollo de un sistema homdlogo y especifico
para cada isoforma.

Durante el proceso de extraccion de los lébulos
anteriores de la hipdfisis se generd el extracto
glicoprotéico, a partir del cual y después de su
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agent B-mercaptoethanol. This suggests the
presence of molecular aggregates of LH.

Electrophoretic analysis under R conditions of
CM-3ab, and the C and D isoforms showed them all
to be characterized by the presence of a 17 kDa
protein, which was absent in isoform A and barely
present in isoform B. Because this protein was not
identified in the immunotransference analysis,
it is probably a contaminating protein concentrated
between pH 7.98 and 5.41. It may correspond
to one of the isoforms of bovine FSH(11), which
elute in this pH range. Another possibility is that it
is an immature form of one of the subunits. A
protein with a molecular weight similar to that
described here was identified in electrophoretic
analysis under R conditions of deglycosilated ovine
LH(48), Some of the subunits may also have
experienced proteolytic breakage, as described
for fractionated proteins of human LH with a
similar molecular weight(49). Presence of this
protein type in some isoform isolates does not
correspond to LH, although it could interfere in
the interaction between LH and it receptor, thus
modifying the strength of its biological activity.

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

Isoforms of bovine luteinizing hormone have
differing biological activities. Differences in the
strength of in vitro biological activity between
LH isoforms suggest that some may experience
changes during the isoform synthesis process.
This may represent a fine-tuned regulation
mechanism of gonadal function in the
adenohypophysis. Isoform biological activity was
quantified using an in vitro heterologous
bioassay, which does not truly reflect each
isoform's physiological response in the organism
as a whole. However, this technique did prove
the presence of differential biological response
among the tested isoforms. Confirming each
isoform's affinity and selective specificity will
require use of HEK-239 cells transfected with
bovine LH (homologue) receptor cDNA.

End of english version
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purificacion en el intercambiador CM-sepharosa
dio origen a la fraccion CM-3ab, fraccion de
proteina que agrupd a la mayor cantidad de LH
inmunoreactiva. Esta fraccion de proteina mostrd
caracteristicas fisicoquimicas, inmunoldgicas y
bioldgicas similares al patréon de referencia,
ademas su patron de distribucion en el
cromatoenfoque se asemejé al patron observado
del tejido adenohipofisario de esta
especie(42,43,44), |a especie caprina(14) y
humana(43), Adicionalmente, con el empleo del
cromatoenfoque, el rendimiento de LH (ug de
LH/mg de proteina) resultd superior a lo
reportado en otras especies que aislaron a esta
proteina con diferentes procedimientos(15,17,44),

Las isoformas aisladas a partir de la fraccion
CM-3ab mediante el cromatoenfoque
representaron diferentes proporciones, donde
predominaron las proteinas inmunoreactivas a
LH que eluyeron en el rango de pH basico.
Este patron de distribucién resultd similar
aunque no idéntico al observado en la especie
ovina(#2), asi como al patrén de elucién que se
observd durante el analisis de extractos
hipofisarios ovinos(46) y bovinos(11,47), en
donde las isoformas aisladas de tipo basico
predominaron. Por lo tanto, se puede asumir
que el procedimiento desarrollado para la
obtencién del grupo de isoformas de la LH
bovina no interfiere en el patrén particular de
distribucion de isoformas que muestra la LH en
esta especie.

El grupo de isoformas aisladas del I6bulo anterior
de la hipdfisis tuvo el mismo peso molecular
gue el estandar de referencia en condiciones
no reductoras, correspondiente al heterodimero
de 36.5 kDa. La presencia de proteinas
predominantes con peso molecular de 20.8 kDa
y 23.0 kDa en el gel electroforético en condiciones
reductoras, corresponde a las subunidades alfa y
beta de la LH, respectivamente, lo que coincide
con los valores reportados para la forma nativa
de esta hormona y sus subunidades(13,14,15),
El andlisis del patrdn electroforético en condiciones
no reductoras de la isoforma acida, presentd una
serie de proteinas con alto peso molecular, que
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después del tratamiento con el agente reductor,
B-mercaptoetanol, desaparecieron, lo que hace
pensar en agregados moleculares de la LH.

El analisis electroforético en condiciones
reductoras de la fraccion CM-3ab, isoforma C e
isoforma D se caracterizd por la presencia de
una proteina de 17 kDa, ausente en la isoforma
A vy ligeramente presente en la isoforma B.
Esta proteina durante el analisis por
inmunotransferencia no se identifico, lo que
sugiere que se trata de una proteina contaminante
que se concentrd entre el pH 7.98 a 5.41 y que
puede corresponder a alguna de las isoformas de
la FSH bovina(11), que eluyen en este rango de
pH. La otra posibilidad es que se trate de una
forma inmadura de alguna de la subunidades.
Estudios electroforéticos en condiciones
reductoras con LH ovina deglicosilada(48) han
identificado una proteina con un peso molecular
similar al descrito en este estudio. No se
descarta la posibilidad de un rompimiento
proteolitico de alguna de las subunidades, como
se ha descrito para proteinas fraccionadas de
LH humana que presentan un peso molecular
similar(49). Por lo tanto, aunque existe la
presencia de este tipo de proteina en aislados
de determinadas isoformas, su presencia no
corresponde a LH, aunque probablemente pueda
interferir en la interaccién de la hormona con
su receptor, modificando la estimacion de su
potencia bioldgica.

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Los resultados de este estudio indican que las
isoformas de la hormona luteinizante bovina
tienen diferente potencia bioldgica. El hallazgo
de un cambio en la potencia bioldgica in vitro
entre isoformas de la LH sugiere la posibilidad
que durante el proceso de sintesis de las
isoformas en la especie bovina, ocurran cambios
para una mayor o menor proporcion de algunas
de ellas, y que éste pueda representar un
mecanismo fino de regulacién a nivel de la
adenohipdfisis sobre la funcidon gonadal. Aunque
en este estudio la actividad biolégica de las
isoformas de la LH bovina se determiné con un
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bioensayo heterdlogo in vitro, que no es el
verdadero reflejo de la respuesta fisioldgica de
cada isoforma en un organismo entero, se pudo
constatar que la respuesta bioldgica a las
distintas isoformas es diferencial; sin embargo,
es necesario contar con células HEK-293
transfectadas con el cDNA para el receptor de
la LH bovina (homdlogo) y confirmar la afinidad
y especificidad selectiva de cada isoforma.
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