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ABREVIATURAS

LH — Hormona luteinizante

FSH — Hormona estimulante del foliculo

GPCR - Receptores acoplados a proteinas G

RGS - proteinas reguladoras de la sefializacion de las proteinas G
GAP - proteinas activadoras de GTPasas

TM — transmembranales

PLC - fosfolipasa C

IP — fosfatos de inositol

DMEM - Dulbeco’s Mcdified Eagle Medium

SFT - Suero fetal de temero

DSG - DMEM/10% SFT/20 pg/ml gentamicina
ASB - Albumina sérica bovina

DAGent. - DMEM/0.1% ASB/ 20 pg/ml gentamicina
RIA - radioinmunoensayo

GnRH — Hormona liberadora de gonadotropinas

cpm — Cuentas por minuto
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RESUMEN

Los receptores de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona estimulante del
foliculo (FSH) pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs). Las proteinas reguladoras de la sefalizacién de las proteinas G (RGS),
fueron identificadas como nuevos componentes de la transduccién de sefales
generada por los complejos GPCR-proteinas G y tienen como funcién principal regular
de manera inhibitoria la actividad de las proteinas G ya que funcionan come proteinas
activadoras de GTPasas (GAPs), acelerando la hidrdlisis de GTP. Las proteinas RGS
interactuan con las subunidades Ga activas a través del dominio RGS, el cual es
directamente responsable de la regulacion inhibitoria que ejercen estas proteinas sobre
la actividad de las proteinas G, reguladas por los receptores a los cuales se encuentran
acopladas. En este estudio evaluamos los efectos que presenta la expresion de las
proteinas RGS3 y RGS10 en la unién del ligando a los receptores de LH y de FSH, asi
como en la sefalizacion por medio de estos receptores. La unién del ligando a los
receptores de LH y de FSH no se vio afectada en presencia de RGS3 o RGS10. Sin
embargo, la sefalizacion de los receptores de LH y de FSH disminuyé en presencia de
RGS3 pero no de RGS10, lo que nos lleva a sugerir que existe una diferencia en el
efecto entre las proteinas RGS en los diferentes sistemas y en las diferentes proteinas
Ga involucradas. Esto constituye la primera demostracion de una interaccion entre las
proteinas RGS vy las vias de sefializacién de los receptores de LH y de FSH 'e identifica
un mecanismo de regulacion inhibitoria de la RGS3 sobre los receptores de LH y de
FSH. Estos mecanismos reguladores son importantes para poder entender mas a

fondo el papel fisiologico de las proteinas RGS en las acciones de los GPCRs.



INTRODUCCION

La sintesis y secrecion de las hormonas luteinizante (LH) y estimulante del
foliculo (FSH) estan controladas por la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH).
Ambas hormonas ejercen su accion sobre las génadas (testiculos y ovarios) donde
estimulan la secrecién de esteroides sexuales, asi como la maduracion de los gametos
(Channing, et al. 1980; Chappel, et al. 1983) (figura 1).

En el testiculo, los receptores de LH se encuentran localizados especificamente
en la membrana plasmatica de las células de Leydig, e induce la sintesis y secrecion de
andrégenos, el principal de éstos es la testosterona; en el ovario la LH estimula la
esteroidogénesis ovarica, al actuar sobre sus receptores especificos localizados en las
células de la teca, de la granulosa y células luteas (Dufau y Catt, 1978; Richards, 1994;
Zhang, et al. 1998). Algunos estudios han demostrado la presencia de estos receptores
en otros tejidos como el utero, la placenta, el cerebro, los linfocitos, y varios mas
(Reshef, et al. 1990; Dufau, 1998). En el varén, el sitio primario de accion de la FSH es
el epitelio de los tubulos seminiferos, al unirse a la cara basal de las células de Sertoli
con la consecuente estimulacion de la espermatogénesis; en el ovario, la FSH se une a
sus receptores en las células de la granulosa y estimulan el desarrollo folicular (Ulloa-
Aguirre, et al. 1985; Veldhuis, 1991; Simoni, et al. 1997). A diferencia de los receptores
de LH, se ha mostrado que los receptores de FSH se encuentran exclusivamente en las
gonadas (Camp, et al. 1991; Ranniki, et al. 1995).

Los receptores de LH y FSH pertenecen a la superfamilia de los receptores
acoplados a proteinas transductoras de senales que unen nucleétidos de guanina
(proteinas G) (GPCR), los cuales se encuentran localizados en la membrana y
presentan una alta diversidad funcional. Estos receptores consisten de una cadena

Gnica de aminoacidos que atraviesa la membrana celular siete veces mediante
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Figura 1. Eje Hipotdlamo-hipéfisis-génada. La GnRH es liberada por el hipotalamo y se une a
receptores especificos en la hipéfisis, donde induce la produccién y liberacién tanto de LH como de
FSH. Estas a su vez, se unen a sus receptores especificos en las génadas, y al activarlos
estimulan la esteroidogénesis ovarica y la espermatogénesis.



dominios transmembranales (TM), que se encuentran unidos por tres asas
extracelulares y tres asas intracelulares. Esta cadena también presenta un domino
amino-terminal extracelular para la unién del ligando y un dominio carboxilo-terminal
intracelular, el cual en algunos casos puede estar asociado con la activacién de una o
mas proteinas G. Ambos dominios son de longitud variable entre los diferentes GPCR.
En conjunto, las siete regiones TM forman una estructura tridimensional semejante a un
cilindro, el cual se encuentra orientado perpendicularmente al plano de la membrana
celular (Rajaniemi y Metsikko, 1980; Jackson T, 1991). Una caracteristica principal de
los receptores de las glicoproteinas es que presentan un gran dominio amino terminal
que exhibe alta afinidad y especificidad por sus ligandos y presenta segmentos
repetidos ricos en leucina (Thomas, et al. 1996; Dufau, 1998; Ulloa-Aguirre y Timossi,
1998).

Los genes que codifican los receptores de LH y de FSH se encuentran
localizados en el cromosoma 2. El gen del receptor de LH esta constituido por 11
exones y 10 intrones, los cuales producen una proteina de 699 aminodacidos. Los
primeros 10 exones codifican al gran dominio extracelular del receptor, mientras que el
exon 11 es el encargado de codificar a las siete regiones TM y al dominio intracelular de
la proteina (Rousseau-Merck, et al. 1990). EIl gen del receptor de FSH codifica una
secuencia de 678-695 residuos de aminoacidos y esta constituido por 10 exones y 9
intrones. Los primeros nueve exones codifican el dominio extracelular del receptor y el
exon 10 codifica las regiones TM y el dominio carboxilo terminal (Rousseau-Mertk, et
al. 1993).

Se ha observado que los dominios intracelulares de la mayoria de los GPCRs
(particularmente las regiones de las asas Il y |ll cercanas a la membrana citoplasmatica,
asi como algunas regiones especificas localizadas en las terminaciones intracelulares

de las hélices TM y en la porcion carboxilo terminal a la membrana-proximal) son



determinantes en el acoplamiento, la interaccién y determinacién de la especificidad del
receptor con las proteinas G (Okamoto y Nishimoto, 1992). Las proteinas G pertenecen
a una superfamilia de proteinas que se encargan de unir nucleétidos de guanina.
Existen diversos tipos de proteinas G, desde las grandes proteinas heterotriméricas,
hasta mondmeros pequefios como son las proteinas G tipo Ras. La familia de
proteinas G de gran tamanio se encargan de transducir sefiales extracelulares, recibidas
por los GPCRs, y regulan las respuestas intracelulares al activar a efectores especificos
(Wilkie y White, 2000). Estas proteinas G son heterotrimeros compuestos por la
subunidad a que es quien une nucledtidos de guanina y las subunidades B y y (éstas
ultimas se encuentran estrechamente unidas y forman el llamado complejo By). En la
forma heterotrimérica inactiva de las proteinas G, la subunidad o se encuentra unida a
GDP. Al ser activada la proteina G, la subunidad « se disocia de las subunidades By y
el GDP es reemplazado por GTP (Ulloa-Aguirre y Conn, 1998; Hamm, 1998). Las
subunidades Ga. a su vez, presentan una actividad de GTPasa intrinseca lenta la cual
resulta en la hidrélisis de GTP a GDP, promoviendo de esta manera la reasociacién de
la subunidad a con las subunidades By, formando nuevamente heterotrimeros inactivos
(Neer, 1995; Hamm y Gilchrist, 1996).

Con base en su secuencia de aminoacidos y funciones, las subunidades Ga se
encuentran clasificadas en 4 subfamilias: G (Giat, Geat, Giat, G, y Ggat), Gga (Gqar,
Giiat, Gt Y Gisnsar), Gsat (Gsat ¥ Gorx) ¥ Grotx (Gro0 y Giaar) (Ulloa-Aguirre y Conn,
1998). Los receptores de LH y FSH, se encuentran frecuentemente acoplados a la
proteina estimuladora s (G.a), la cual activa a la enzima adenilato ciclasa e incrementa
la sintesis de AMP ciclico (AMPc), que actia como segundo mensajero. Estos
receptores también se encuentran acoplados a la proteina Ggysa, asociada a la

activacion de la fosfolipasa-Cp, la cual cataliza la hidrélisis del lipido fosfatidilinositol



4,5-difosfato y forma dos segundos mensajeros, el 1,4 5-trifosfato de inositol y el
diacilglicerol, y a la proteina Gy, la cual inhibe la activaciéon de la adenilato ciclasa
(figura 2; Dufau, 1998; Ulloa-Aguirre y Timossi, 1998; Ulloa-Aguirre y Conn, 2000).

En un estudio previo se observo que el receptor recombinante de LH humano,
pero no el de FSH, se encuentra acoplado a la activacién de la fosfolipasa C (PLC). En
este estudio se mostré que la estimulacion del receptor de LH con un agonista, resulta
en el incremento en la produccién de fosfatos de inositol (IP) de hasta 5.2 veces,
mientras que el mismo tipo de estimulacion del receptor de FSH resulté con un
incremento del 50%. Asimismo, el estimulo de una quimera que incluye al receptor de
FSH (dominio amino-terminal y dominios TM I-IV) y al receptor de LH (dominios TM V-
VIl y dominio carboxilo terminal) resulta en un incremento en la produccién de IP, lo que
indica que el dominio carboxilo terminal, asi como la tercera asa intracelular, en
conjunto con los dominios TM V-VII del receptor de LH, son importantes para la
activacion de PLC mediada por la proteina Gg 110 (Hirsch, et al. 1996).

Los mecanismos de regulacién de la selectividad e intensidad de las sefales
generadas por los GPCRs son extremadamente complejos y muitifactoriales e
involucran la activaciéon de una red de mecanismos que eventualmente llevan a la
produccion de respuestas bioldgicas altamente especificas (Ulloa-Aguirre y Conn,
2000). En 1996 se descubrié una familia de proteinas que fueron denominadas
proteinas "reguladoras de la sefalizacion de las proteinas G" (RGS). Estas proteinas
fueron identificadas como nuevos componentes de la transduccion de sefales
generada por los complejos GPCR-proteinas G y tienen como funcién principal regular
de manera inhibitoria la actividad de las proteinas G ya que funcionan como GAPs, y
de esta manera aceleran la hidrélisis de GTP (Druey, et al. 1996; Koelle y Horvitz, 1996;
Siderovski, et al. 1996; Dohiman y Thorner, 1997; DeVries y Farquhar, 1999; DeVries,

et al. 2000). Las proteinas RGS podrian bloquear la sefializacién de las subunidades
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Figura 2. Sistemas de transduccién de senales activados por los receptores de LH y de FSH. En el panel A.) se muestra la transduccién
de sefiales mediada por la proteina G,s, al ser activada por los receptores de LH y de FSH. Al unirse el ligando al receptor va a activar a
la proteina G, la cual a su vez activa al efector adenilato ciclasa e incrementa la produccion del segundo mensajero AMPc. En el panel
B.) se muestra la transduccién de sefiales mediada por la proteina G g/11, al ser activada por los receptores de LH y de FSH. Al unirse
el ligando al receptor va a activar a la proteina G, la cual a su vez activa al efector fosfolipasa-Cp (PLC-B), que cataliza la hidrélisis de
fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP,), provocando la sintesis de los segundos mensajeros 1,4,5-trifosfato de inositol (IP;) y diacilglicerol
(DAG) (Ulloa-Aguirre y Conn, 2000).



Ga ya sea al prevenir la union de GTP a Ga o al limitar el tiempo que el GTP se
encuentre unido a Ga (Hollinger y Hepler, 2002), disminuyendo la duracién de las
sefales generadas por la activacion de las proteinas G (Kehrl, 1998). Hasta la fecha
han sido identificadas mas de 20 proteinas RGS, que a pesar de variar
considerablemente en tamaro, presentan un domino comun de aproximadamente 120
aminoacidos al que se le conoce como dominio RGS (Dohlman y Thorner, 1997; Ross y
Wilkie, 2000; Ishii y Kurachi, 2003, McCudden, et al. 2005). Las proteinas RGS
presentan una localizacion muy diversa, cada una tiene una o varias funciones y han
sido clasificadas en 4 subfamilias principales: RZ, R4, R7 y R12, con base en su
similitud de secuencia dentro del dominio RGS (Tabla 1). Existe una quinta subfamilia,
la RA que comprende a la axina y a la axina2, las cuales no presentan actividad GAP
como 'as proteinas RGS de las otras subfamilias, pero sirven como proteinas de anclaje
que ayudan a unir componentes de las vias de sefalizacion durante el desarrollo y el
crecimiento cancerigeno (Sierra, et al. 2002).

Las proteinas RGS interactdan con las subunidades Ga activas por medio del
dominio RGS, el cual inhibe la actividad de las proteinas G que scn reguladas por los
receptores a los cuales se encuentran acopladas (Berman y Gilman, 1998; DeVries y
Farquhar, 1999; Burchett, 2000; DeVries, et al. 2000). Sin embargo, las RGS presentan
dominios diferentes al dominio RGS (figura 3), los cuales presentan otras funciones
adicionales a las de GAPs, como es la de funcionar como proteinas de anclaje que
unen diversos éomponentes de la sefializacion de los GPCRs, para poder facilitar de
una manera rapida, el inicio y terminacién de una sefal especifica del GPCR en
cuestion (DeVries y Farquhar, 1899; Burchett, 2000; Kozasa, 2001; Hollinger y Hepler,
2002). También se ha visto que estas proteinas pueden tener una actividad reguladora
de la actividad transcripcional y del control del ciclo celular (Burchett, 2003), o pueden

actuar como antagonistas de los efectores al impedir la interaccion de éstos con las
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Tabla 1. Localizacion y funciones de las proteinas RGS

Familia RGS Localizacién Funcion principal
RZ RGS20 Cerebro Une la subunidad regulatoria de PKA

i RGS17 Cerebro Antagonista de efectores

| RGS19 Cerebro, linfocitos Une la subunidad By de las proteinas G

|

l R4 RGS1 Linfocitos-B, pulmoén Localizacion membranal

i

i RGS21 Células sensoriales de Regulacion de los procesos de

1 las papilas gustativas transduccion de las papilas gustativas

i RGS2 Ubicua Anclaje

i RGS18 Linfocitos, médula Fosforila GPCRs activados

| espinal

‘. RGS13 Pulmén Dominio de homodimerizacion
RGS8 Cerebro Une pequefias GTPasas Rap
RGS16 Retina, hipdfisis, Factor de intercambio de nucledtidos de

! higado, ubicua guanina Rho

| RGS4 Cerebro, corazon Anclaje, motivo de unién de proteinas

| RGS5 Ubicua Desconocida

!

i RGS3 Ovario, testiculo, Localizacion membranal y selectividad

i ubicua de receptores

| R7 RGS7 Cerebro Anclaje, union de fosfotirosina
RGS6 Cerebro Unién de Gp5
RGS9 Retina, neuronas Une Gai-GDP, Gao-GDP
RGS11 Cerebro Anclaje, une B-catenina, previene

translocacion nuclear
R12 RGS12 Pulmén, cerebro, baso Anclaje, une a la proteina fosfatasa
PP2A

RGS14 Cerebro, baso, pulmén Desconocida
RGS10 Cerebro, ovario Anclaje, une a la quinasa glicégeno

sintasa
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Dominios de
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Figura 3. Dominios de las proteinas RGS. Las proteinas RGS presentan un dominio comun
conocido como dominio RGS, y presentan otros dominios que les confieren especificidad de
accion (dominio PDZ-postsynaptic density protein PSD-95, discs-large, Z0-D; PEST-
constelaciones de prolina, glutamina, serina y threonina; DEP-disheveled, Egl-10, pleckstin;
GGL-gamma-subunit-like; RBD-Ras-binding domain; PTB-phosphotyrosine binding domain). Se
muestra 4 grupos de proteinas RGS, clasificadas segun el tipo de dominios que presenten.
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proteinas Ga (Burchett, 2000). Algunas de estas funciones podrian ser Unicas para
cada proteina RGS, ya que estos dominios comparten una secuencia con poca
homologia (Burchett, 2000). Asimismo presentan regiones que confieren selectividad
por los receptores (Zeng, et al. 1998; McCudden, et al. 2005) y la heterogeneidad en la
secuencia de las regiones amino- y carboxilo-terminales de estas proteinas parece ser
la encargada de proveer una especificidad reguladora hacia diferentes receptores (Xu,
et al. 1999; Burchett, 2000).

Se ha mostrado que las proteinas RGS3, RGS4, RGS10 y GAIP, entre otras,
sirven como GAPs para las subunidades Gt y Gqa. (Zeng, et al. 1998; Scheschonka, et
al. 2000). Existe poca evidencia de que las proteinas RGS tengan un efecto sobre Ga.
Se ha mostrado que la RGS2 presenta un efecto inhibitorio en la liberacion de AMPc
mediante receptores ligados a G.a (Tseng y Zhang, 1998; Versele, et al. 1999;
Sinnarajah, et al. 2001). Por otro lado, se mostro que una forma truncada de la RGS3
posee una actividad inhibitoria sobre G.a (Chatterjee, et al. 1997).

En un principio solamente se conocia la accion de las proteinas RGS in vitro y
se desconocia su accion fisiologica in vivo. Sin embargo, se ha visto que las proteinas
RGS presentan gran diversidad de acciones fisiologicas en los diferentes organismos,
dependiendo del tipo de proteina del que se trate, asi como del lugar de accion y el
sistema con el que esté interactuando. La mayoria de las proteinas RGS han sido
detectadas en el sistema nervioso central y regulan a una gran cantidad de
neurotransmisores endégenos, asi como la sefalizacion de hormonas (Chasse y
DohIlman, 2003).

Se ha observado que algunas proteinas RGS regulan de manera inhibitoria la
sefalizacion de los opioides endogenos (Xie y Palmer, 2005), los cuales en el varén

desempefan un papel importante en las acciones de retroalimentacién inhibitoria de
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andrégenos y estrogenos sobre la secrecion pulsatil de LH (Veldhuis, et al. 1984).
Debido a esto, podriamos especular que la secrecion de LH puede estar regulada
indirectamente por las proteinas RGS. Sin embargo, no se ha visto ninguna interaccién
directa entre las proteinas RGS y los receptores de LH y FSH, y se desconoce la accién
fisiologica de las RGS sobre la accion de estos receptores.

En un estudio reciente se encontré que una proteina que interactia con el
receptor de hormonas esteroides, particularmente el receptor de estrégenos, dentro de
su secuencia presenta una secuencia idéntica a la del dominio RGS de la proteina
RGS3. Esta proteina, a la cual le denominaron SRB-RGS, al unirse al receptor de
esteroides regula su actividad transcripcional de manera inhibitoria (lkeda, et al. 2001).
Es bien conocido que los receptores de hormonas esteroides se unen al ADN de genes
de receptores regulados por hormonas modificando su actividad transcripcional. Hasta
la fecha no hay evidencia de la interaccion entre las proteinas RGS y los receptores de
LH y FSH, ni del efecto que estas proteinas pudieran ejercer sobre la expresion,
regulacion e internalizacion de estos receptores.

Los receptores de LH y FSH desempefan un papel muy importante en la funcién
reproductiva. Para el buen funcionamiento de estos sistemas se necesita tener cierto
control sobre la actividad de estos receptores, los cuales pueden estar regulados por
muchos factores como los estrégenos, androgenos y las progestinas, asi como factores
que regulan a nivel de sefalizacion intracelular, entre otros. De esta manera también
podriamos imaginar que las RGS regulan a los receptores de LH y de FSH. Las
proteinas RGS pueden apagar la sefializacion de algunos GPCRs (De Vries, et al,,
2000), y pudiera ser que este fuera el caso con los receptores de LH y de FSH en
donde la regulacion inhibitoria ejercida por las proteinas RGS puede jugar un papel
importante en la accion de estos receptores al regular sus respuestas cuando se

encuentra presente un ambiente modificado. El determinar el efecto de las RGS en la
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regulacion de ambos receptores permitira avanzar en el conocimiento del mecanismo
de accion de la LH y la FSH, asi como analizar si estas proteinas son las causantes de
fallas en el sistema, como seria una inhibicion y apagado de la sefalizacién de dichos
receptores.

Con base en lo anterior, consideramos relevante estudiar el posible efecto de las
proteinas RGS3 y RGS10, las cuales se ha visto que estan presentes en ovario y
testiculo. sobre la expresion, regulacion e internalizacion de los receptores de LH y de
FSH de rata en céelulas HEK-293 que expresen establemente a dichos receptores,
transfectadas temporalmente con los ADN complementarios de las RGS (RGS3 y

RGS10).



HIPOTESIS

» Silas proteinas RGS3 y RGS10 presentan una interaccién con los receptores de
LH y de FSH, entonces podria presentarse una modificacion en la expresion en
la superficie celular, en la transduccion de sefiales mediadas por las proteinas G

y en la tasa de internalizacion de estos receptores.

OBJETIVOS

* Analizar los efectos de RGS3 y RGS10 sobre la expresion, union del ligando e

internalizacion de los receptores de LH y FSH.

* Analizar la accion de las proteinas RGS3 y RGS10 en la transduccion de

senales reguladas por los receptores de LH y FSH.
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METODOLOGIA

Clonacion de los receptores de LH y FSH mediante PCR-transcriptasa reversa (RT -

PCR). Se extrajeron el cerebro (para obtener el receptor de LH) y los ovarios (para
obtener los receptores de LH y FSH) de 10 ratas Sprague-Dawley de 27-29 dias de
edad (etapa en la que expresan ambos receptores), las cuales fueron sacrificadas
mediante CO,. Los tejidos fueron homogenizados utilizando 5 ml de TRIZol Reagent
(GIBCO) por cada 250 mg de tejido en un homogenizador Dounce de 10 ml. Se mezclo
bien la muestra y posteriormente se centrifugd con el fin de separar la fase acuosa
donde se encontro el ARN. Una vez que se obtuvo el ARN total, se le dejo secar
brevemente, para posteriormente purificar la preparacion con cloruro de litio con el fin
de eliminar polisacaridos o ARNs pequefos (que precipitan junto con el ARN
mensajero) y de ésta manera obtener ARN mensajero altamente purificado.
Posteriormente se llevo a cabo la sintesis de la primera hebra de ADN complementario
(ADNc) mediante la técnica de RT-PCR, para la cual se utilizo un oligonucleotido dT
para transcribir todos los ARN mensajeros existentes. Finalmente, se amplificé el ADNc
de nuestro interés (receptores de LH o FSH) utilizando oligonucledtidos especificos
para cada receptor. Se disefiaron 6 oligonucledtidos para cada receptor, aunque no
todos fueron capaces de reconocer a dichos receptores. Los oligonucleotidos
empleados, que reconocieron al receptor de nuestro interés, fueron los siguientes:
receptor de LH, 1) oligonucleétido sentido LHR-F1 (5') CCT TTG TTA ACT CTA GAA
AGA ATG CAA AG, al cual se le introdujo una secuencia para la enzima Xba | con el fin
de poder realizar su posterior clonacién en el vector pcDNA3.1/VE-His/TOPO/TA, 2) el
oligonucledtido sentido LHR-F3 (57) CCA ATG TGC TCC AGA ACC AGA TGC TTT
CAA C, 3) el oligonucledtido antisentido LHR-R1 (3") GTT GAA AGC ATC TGG TTC

TGG AGC ACA TTG G, 4) el oligonucleétido antisentido LHR-R2 (3') CCT GAA ACT
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TAT GTG ACC AAG TGT TAT AGG C; receptor de FSH, 1) oligonucleétido sentido
FSHR-F1 (58') AGG AGC CTG GGG AAT CTG TGG AAG, 2) oligonucleétido sentido
FSHR-F3 (6) GAT GTG ACC TGC TCA CCA AAG CCA GAT GC, 3) oligonucleétido
antisentido FSHR-R1 (3') GCA TCT GGC TTT GGT GAG CAG GTC ACA TC, 4)
oligonucleétido antisentido FSHR-R2 (3°) GTC CAT GGC CTG CTC TTC AGA AGG
AGT C. (figuras 4 y 5). Para llevar a cabo la amplificacién del ADNc de interés se llevo
a cabo un touchdown PCR, el cual consiste en ir bajando gradualmente la temperatura
del paso de alineacion de los oligonucledtidos. Esta técnica ha sido de gran utilidad en
aquellos casos donde los oligonucledtidos no se unen con facilidad al ARN o ADNc,
segun sea el caso. Para obtener el ADNc de los receptores de nuestro interés, se
utilizd un touchdown PCR con 6 temperaturas de alineacion como se muestra en la
figura 6. Una vez que se obtuvo el ADNc, éste fue sometido a restriccion enzimatica en
los sitios BamHI| — Xbal para el receptor de LH y Kpnl — Xbal para el receptor de FSH y
posteriormente fueron ligados en el vector pcDNA3.1/V5-His-TOPO-TA (Invitrogen Life
Technologies, Grand Island, NY), el cual provee una alta eficiencia de clonacion para la
insercion directa de productos de PCR. Posteriormente se extrajo el ADNc de los
receptores de dicho vector, utilizando los mismos sitios de restriccion, para finalmente
insertarlo en el vector pcDNA3.1 (+) (figura 7). Una vez llevada a cabo la ligacién del
producto de PCR al vector, se introdujo en bacterias E. Coli JM109 y se amplificé para

finalmente analizar la secuencia obtenida.

Transfecciones transitorias de los receptores de LH o FSH y de las proteinas RGS3 o

RGS10. Las células HEK-293 se mantuvieron en Dulbeco’'s Modified Eagle Medium
(DMEM)/10% suero fetal de ternero (SFT)/20 pg/ml gentamicina (DSG) en una

atmosfera del 5% CO, a 37 ° C. El dia de la transfeccién, se sembraron 10° células por
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Receptor de LH

LHR-F1 LHR-F2 LHR-F3
O O e
-604 +1 +2100 +2585
4HsHeH7HeH o HioH " =
LHR-R1 LHR-R2 LHR-R3

LHR-F1 - (sentido) CCTTTGTTAACTCTAGAAAGAATGCAAAG (bases -604 a -576)
LHR-F2 - (sentido) CTCACAGTCTAGAGGGGATACAGAGGACAG (bases -544 a -515)
LHR-F3 - (sentido) CCAATGTGCTCCAGAACCAGATGCTTTCAAC (bases 1035 a 1065)
LHR-R1 - (antisentido) GTTGAAAGCATCTGGTTCTGGAGCACATTGG (bases 1065 a 1035)
LHR-R2 - (antisentido) CCTGAAACTTATGTGACCAAGTGTTATAGGC (béses 2232 a 2202)
LHR-R3 - (antisentido) CGTCCTCTGAAGCAGGTACAATTC (bases 2201 a 2178)

Figura 4. Oligonucledtidos para el receptor de LH. Se disefiaron 6 oligonucleétidos especificos para el receptor de LH, de
los cuales se utilizaron 4 para clonar al receptor (LHR-F1, LHR-F3, LHR-R1 y LHR-R2). Los oligonucleétidos LHR-F2 y
LHR- R3, no reconocieron al receptor adecuadamente. Se introdujo una secuencia de reconocimiento para la enzima
Xbal en los oligonucleétidos LHR-F1 y LHR-F2 con el fin de poder llevar a cabo la clonacién del ADNc en el vector .
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Receptor de FSH

FSHR-F1 FSHR-F2 FSHR-F3
e e [N
70 +1 +2076 +2296
e H o ——
<] I T
FSHR-R1 FSHR-R2 FSHR-R3

FSHR-F1- (sentido) AGGAGCCTGGGGAATCTGTGGAAG (bases -70 a -47)

FSHR-F2 - (s:entido) GGAATCTGTGGAAGTTTTCGCGCTGATGC (bases -60 a -32)
FSHR-F3 - (sentido) GATGTGACCTGCTCACCAAAGCCAGATGC (bases 1024 a 1052)
FSHR-R1 - (antisentido) GCATCTGGCTTTGGTGAGCAGGTCACATC (bases 1052 a 1024)
FSHR-R2 - (antisentido) GTCCATGGCCTGCTCTTCAGAAGGAGTC (bases 2149 a 2122)
FSHR-R3 - (antisentido) CAG TAG GAT TGC CAT TTA GTC CAT G (bases 2167 a 2143)

Figura 5. Oligonucledtidos para el receptor de FSH. Se disefiaron 6 oligonucledtidos especificos para el receptor de FSH,
de los cuales se utilizaron 4 para clonar al receptor (FSHR-F1, FSHR-F3, FSHR-R1 y FSHR-R2). Los oligonucleétidos
FSHR-F2 y FSHR- R3, no reconocieron al receptor adecuadamente.
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Figura 6. Touchdown PCR. El touchdown PCR es una técnica empleada para una mejor alineacion de los oligonucleétidos con el

ARN o ADN que se quiere amplificar. Consta de un decremento gradual y discreto de la temperatura de alineacion durante cada dos
ciclos, hasta llegar a la temperatura adecuada de alineacién y de esta manera poder continuar con el resto de los ciclos, para obtener
el producto final que se desea. Aqui se muestra el disefio del touchdown PCR que se empled para obtener el ADNc de los
receptores de LH y de FSH.
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Figura 7. Vectores de clonacion. Los ADNc de los receptores de LH y de FSH (restringidos en los
sitios BamHI-Xbal y Kpn-Xbal, respectivamente), fueron clonados en el vector pcDNA3.1/V5-His-
TOPO-TA, que provee una alta eficiencia de clonacion para la insercion directa de productos de
PCR. Posteriormente, estos ADNc fueron extraidos de este vector para posteriormente ser
insertados en el vector pcDNA3.1 (+), el cual provee altos niveles de expresion.
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pozo en 0.5 ml de DSG en placas de 24 pozos. Veinticuatro horas después, las células
fueron lavadas con OPTI-MEM (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY), con el
fin de eliminar los residuos de DSG. Posteriormente, se transfectaron con 0.05 pg de
ADNc por pozo de las secuencias que codifican para el receptor de LH o el de FSH y
0.05 pg de ADNc de las secuencias que codifican para las proteinas RGS3, RGS10 o
pcDNA3.1 como testigo (se probaron diferentes concentraciones de ADNc para
determinar la concentracion adecuada, que iban de 0.02 a 0.2 ug de ADNc). Se usaron
2 yl de Lipofectamina en 0.25 ml OPTI-MEM por pozo y se incubaron por 72 horas
posterior a la transfeccion (Lin, et al. 1998). Se demostro la expresiéon de cada una de

las proteinas mediante un Western blot.

Western blot. Se sembraron 5X10° células en 2ml de DSG en placas de 6 pozos.
Veinticuatro horas después, las células fueron transfectadas con 0.2 pg de ADNc que
codifican para RGS3, RGS10 o el vector testigo, utilizando 5 pl de Lipofectamina en 1
ml OPTI-MEM por pozo. Setenta y dos horas después de la transfeccion, se agregaron
150 pl de 2X Sample Buffer [5 ml Glycerol, 10 ml 2-mercaptoetanol, 60 ml 10% SDS y
25 ml Tris buffer 4X (1.5 M Tris-HCI pH 8.8 + 0.4% SDS)] por pozo. Se rasparon las
células y se transfirieron a un tubo para posteriormente calentar a 95°C durante 3
minutos. Finalmente las muestras fueron congeladas, descongeladas y calentadas
durante otros 2 minutos y se corrieron en un gel de tris-glicina/SDS/poliacrilamida al
10%. Posteriormente él gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa y ésta fue
expuesta a los anticuerpos para RGS3 o RGS10 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa

Cruz, Ca.).

Yodacion de LH y FSH. Se preparé una columna con aproximadamente 10 ml de

Sephadex G75, y se dejaron correr 10 ml de PBS/0.3% BSA, seguido de 10 ml de PBS
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1M. Se prepararon 35 tubos con 10 pl de PBS/0.3% BSA cada uno para poder colectar
la hormona marcada. Se diluyeron 0.0125 g de metabisulfito de sodio en 5 ml de
fosfato de sodio dibasico (500mM NaP diluido 1:3) y 0.0125 g de cloramina-T en 5 ml
del mismo NaP. Se tomaron 2 ug de LH o FSH y a esto se le agregaron 10 pl de 1'®
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Posteriormente se agregaron 10 ul de
cloramina-T preparada, se mezclé y se dejo que la reaccion se llevara a cabo durante
40 segundos. Finalmente, se agregaron 25 pl de metabisulfito de sodio preparado, para
detener la reaccion y se coloco en la columna. Se colectaron fracciones de 0.5 ml cada

una, obteniendo el pico de hormona marcada, aproximadamente entre las fracciones

10-14.

Ensayo de unién al receptor. Se transfectaron 10° células HEK-293 en placas de 24
pozos. Cincuenta y un horas posteriores a la transfeccion, las células se lavaron con
DMEM/0.1% de albumina sérica bovina {ASB)/20 pg/ml gentamicina (DAGent.), y
posteriormente se agregé DMEM. Veintiin horas después, las células se lavaron 2
veces con 0.5 ml de DMEM/ASB/10mM HEPES frio. La unidn del ligando al receptor se
estudio mediante un rango de concentraciones de ligando yodado (1'?*-LH o I'®-FSH,
actividad especifica 80-90 uCi/pg y 70-80 uCi/ug de proteina, respectivamente), desde
62,500 a 1,000,000 cpm. Se midieron las cpm de hormona marcada en 0.5 ml de
DMEM, agregando esto a cada pozo por cuadruplicado, y las células fueron incubadas
por tres horas a 4° C. Posteriormente las células se lavaron 2 veces con 1 ml de PBS
frio y se agregaron 0.5 ml de 0.2M NaOH/0.1% SDS a cada pozo. El lisado celular se
aspiré y colocé en un tubo para finalmente determinar la radiactividad utilizando un
contador gamma Packard (Downers Grove, IL). Los datos de la proteina unida (nM) se
determinaron con las cpm obtenidas de los lisados celulares y los datos de la fraccion

de unido/libre se determinaron dividiendo el dato obtenido de los lisados celulares entre
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el dato de las cpm originales después de restarle lo que se uni6é (cpm libres). Para
determinar el nimero aproximado de receptores expresados en la membrana celular se
multiplican las cpm por la actividad especifica de la hormona marcada, el peso
molecular de la hormona y el porcentaje de efectividad del aparato donde se contd la
radiactividad, obteniendo de esta manera el nimero de moléculas que se unieron a los
receptores, siendo ésta la union maxima de moléculas y este nimero es usado para
convertir el nimero de moléculas unidas a un numero promedio de receptores
expresadas en cada celula. Para calcular la afinidad del ligando al receptor, las graficas
de la hormona marcada unida/libre contra la unida se realizaron en el programa Sigma
Plot 8.0, donde al hacer una regresion lineal de los datos obtenidos, nos marca los
coeficientes de la pendiente de la curva b0, b1 y —b0. Estos valores son utilizados para
determinar donde la curva intercepta al eje de las x y al eje de las y, los interceptos x-y
y-, donde el intercepto x- es igual al valor que nos da el coeficiente de la pendiente de la
curva —b0/b1 y el intercepto y- es igual al valor que nos marca el coeficiente de la
pendiente de la curva b0. El intercepto x- fue tomado como la uniébn maxima.
Finalmente, para obtener el valor de Kd (nM) se toma el valor del intercepto x- entre el

valor del intercepto y- (Brothers, et al. 2003).

Yodacién de AMPc. Se preparé una columna con 1 ml de Dowex (formato) (Sigma-
Aldrich, Inc. St. Louis, MO) equilibrada con 10 ml de 0.1 M acido férmico (al 88%). Se
" prepararon 2.161 mg de cloramina-T en 617 yl de NaPO, 50 mM, pH=7.5 y 1.368 mg
de metabisulfito de sodio en 570 pl de NaPO,4 50 mM, pH=7.5. Se disolvieron 10 ug de
ScAMP-TME en 50 pl de NaPO, 500mM, pH=7.5, y a esto se le agregaron otros 40 pl
de NaPO, 500 mM y 10 pl de I'** . Posteriormente se agregaron 50 pl de cloramina-T
preparada y se dejé que la reaccion se llevara a cabo en 45 segundos. Finalmente se

agregaron 100 pl de metabisulfito de sodio para detener la reaccion, y se colocé en la
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columna. Se eluyeron las fracciones con diferentes soluciones: 15 ml acido férmico (al
88%) 0.1 M, 15 ml acido férmico (88%) 2 M, 15 ml acido formico (88%) 4 M, 15 ml acido
férmico (88%) 8 M/ formato de amonio 20 mM y 15 ml acido férmico (88%) 8 M/ formato
de amonio 200 mM. Se colectaron fracciones de 3 ml cada una, y el pico de AMPc

iodado se obtuvo al ser eluido con la solucion de acido férmico (88%) 4 M.

Cuantificacién de liberacién de AMPc. Se sembraron 10° células HEK-293 en cajas de

24 pozos. Cuarenta y ocho horas posteriores a la transfeccion, las células se lavaron
dos veces con DAGent. y posteriormente se estimularon con diferentes concentraciones
de LH o FSH (0, 12.5, 25 y 50 ng) en 0.5 ml de DAGent. que contenia 3-isobutil-1-
metilxantina 0.2 mM (con el fin de prevenir la degradacion de AMPc) durante 24 horas a
37 °C. El medio de cultivo de cada pozo fue colectado en tubos que contenian 50 pl de
teofilina 10 mM. Las muestras se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y la cantidad de

AMPc fue determinada mediante un radioinmunoensayo (RIA) (Lin, et al. 1998).

Cuantificacion de la acumulacién de fosfatos de inositol (IP). Se sembraron 10° células

HEK-293 en cajas de 24 pozos. Cincuenta y cuatro horas después de la transfeccion,
las células fueron lavadas dos veces con DAGent. y se incubaron en 0.5 mi/pozo de
DMEM (sin inositol) que contenia 4 pCi/ml de [*H]-inositol (Perkin Elmer, Boston, MA)
durante 18 horas a 37 °C. Las células fueron lavadas dos veces con 0.5 ml DMEM (sin
inositol) que contenia LiCl 5§ mM y estimuladas con diferentes concentraciones de LH o
FSH (0, 12.5, 25 y 50 ng) en 0.5 ml del mismo medio libre de inositol/LiCl durante 30
minutos a 37 °C. Las soluciones fueron removidas y se afadié 1 ml de acido formico
0.1 M a cada pozo. Las células se congelaron y descongelaron para romper
membranas, y la acumulaciéon de IP totales se determindé mediante cromatografia de

intercambio anidnico. Para esto, se utilizaron columnas con 600 pl de Dowex (formato),
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las cuales se lavaron primero con 3 ml de acido férmico 0.1 M, a continuacién los
lisados celulares se colocaron en las columnas y se agregaron 2 ml de acido formico
0.1 M a cada columna. Posteriormente se agregaron otros 3 ml de acido férmico 0.1 M
y finalmente, ya secas las columnas, se agregaron 3 ml de acido férmico 0.1 M/formato
de amonio 1M a cada columna, y es aqui donde se va a recuperar a los IP totales. Se
tomaron 500 pl de muestra y se determiné la concentracién de IP mediante

espectroscopia liquida de centelleo (Huckle y Conn, 1987).

Ensayo de internalizacién de receptores. Se sembraron 2x10° células HEK-293 en 1 ml

de DSG en placas de 12 pozos. Veinticuatro horas después, las células fueron
transfectadas con 0.11 pg de ADNc que codifica para el receptor de LH o el de FSH y
0.11 pg de ADNc que codifica para la RGS3, RGS10 o el vector testigo, utilizando 4 pl
de Lipofectamina en 0.5 ml OPTI-MEM por pozo. Setenta y dos horas después de la
transfeccion, las células se lavaron dos veces con 0.5 ml DMEM/0.1 % ASB.
Posteriormente se incubaron con los respectivos ligandos yodados durante 5, 15, 30,
60, 90 o 120 minutos a 37°C. En el tiempo indicado, la solucién fue removida y la placa
se colocd en hielo. Las células se lavaron dos veces con 0.5 mi de PBS frio y se
agregd 0.5 ml de solucién acida de lavado (acido acético 50 mM y NaCl 150 mM, pH
2.8) a cada pozo, y se incub6 durante 12 minutos en hielo. La solucién acida de lavado
fue colectada y se cont6é la radiactividad. Las células se solubilizaron en 0.5 ml
PBS/0.1% Tritén X-100 durante 24 horas, posteriormente se colectaron y se conté la
radiactividad. La union no especifica se determiné con el mismo procedimiento pero en

presencia de 10 uM de ligando no yodado (Vrecl, et al. 1998).

Analisis de Datos. Los datos estan presentados como la media + la desviacion

estandar del resultado de triplicados en cada experimento. Los experimentos fueron
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repetidos por lo menos tres veces cada uno, obteniendo resultados similares entre
ellos. Los datos fueron analizados utilizando la prueba estadistica de ANOVA de una,
dos o tres vias, seguido por la prueba de Tukey, y por una prueba de t de Student. Los

valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos.
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RESULTADOS

El modelo de estudio que se utilizé para el desarrollo de este proyecto fueron las
celulas HEK-293, linea celular proveniente de rifidn fetal humano y ha sido ampliamente
utilizada para ensayos de actividad de los receptores de LH y FSH. Las células HEK-
293 no expresan de manera natural a dichos receptores, lo que las hace de gran
utilidad para la evaluacion de ensayos funcionales.

Se llevo a cabo el aislamiento del ARN total tanto de ovarios como de cerebro
de ratas, con el fin de obtener los ADN complementarios (ADNc) que codifican para el
receptor de LH y para el receptor de FSH y posteriormente se sobre-expresaron de
manera transitoria en la linea celular HEK-293. EIl ARN total cerebral se obtuvo a partir
de 300 a 400 mg de tejido de un solo cerebro. En el caso del aislamiento del ARN total
de ovarios se utilizaron los ovarios de tres ratas, (300 a 500 mg de tejido). Una vez
obtenido el ARN éste se tratd con una solucion de cloruro de litio 8M con el fin de
obtener un ARN mensajero altamente purificado (libre de polisacaridos o ARNs
pequefios como son el ARN de transferencia y el 5s ARN). La cantidad de ARN
mensajero que se obtuvo fue de 0.16 pg/pl para el cerebro y de 0.06 pg/ul para el
ovario.

La sintesis de la primera hebra de ADNc se realizo utilizando un oligonucleétido
dT. Se sintetizd la primera hebra de ADNc tanto de cerebro como de ovarios.
Asimismo, se amplificé el ADNc de los receptores de LH y FSH utilizandose para ello 4
oligonucledtidos especificos para cada receptor, dos que se unen a las regiones 5' y 3'
terminales del ADN y dos que se encuentran en la regién intermedia de los receptores,
con el fin de obtener ambos receptores en dos secciones para posteriormente unirlos
mediante la reaccién de PCR. Se obtuvieron ambos receptores en dos productos de

aproximadamente 1,100 pares de bases cada uno, que es el producto que se esperaba.

29



Se detectaron otras bandas de diferentes tamarfios, que contenian sélo una parte
pequena de los receptores que buscabamos, por lo tanto esas no se utilizaron (figuras 8
y 9 panel A). En el caso del receptor de LH, el producto que se obtuvo con los
oligonucleétidos LHR-F3/LHR-R3 no pudo unirse al producto 1 en el segundo PCR. De
igual manera, con el receptor de FSH, el producto obtenido con los oligonucleétidos
FSR-F2/FSHR-R1 no pudo unirse al producto 2 en el segundo PCR. Posteriormente se
llevé a cabo un segundo PCR, utilizando como templados a cada uno de los productos
resultantes del primer PCR (2 productos por cada receptor), obteniendo bandas de
aproximadamente 2,200 pares de bases, que era lo esperado. De igual manera, se
obtuvieron bandas que contenian sélo una porcion de los receptores, asi es que éstas
se descartaron (figuras 8 y 9 panel B). Una vez que se obtuvieron los receptores
completos de LH y de FSH, se procedié a clonarlos en el vector pcDNA3.1/V5-
His/TOPO/TA, y se introdujeron en bacterias E. Coli JM109 obteniendo de esta manera
colonias positivas para ambos receptores. Las clonas de ADNc fueron secuenciadas e
identificadas por analisis de restriccion enzimatica.

La expresion de RGS3 y RGS10 en las células HEK-293 posterior a la
transfeccion fue verificada mediante un Western blot. La expresion de RGS3 o0 RGS10
resulté en bandas de densidad similar para ambas proteinas; por el contrario, cuando
las células fueron transfectadas con el vector testigo no se observé banda alguna
(figura 10).

A continuacién, se llevé a cabo el analisis de union del ligando a los receptores
de LH y de FSH en presencia de RGS3 o RGS10 (figura 11). Las células que
expresaron transitoriamente a los receptores de LH o de FSH y RGS3, RGS10 tuvieron
una afinidad per el receptor y el nimero de receptores por célula similares al ser
comparados con las células que expresaban a los receptores y al vector testigo,

pcDNA3.1 (Tabla 2).
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Figura 8. Clonacion del receptor de LH. A.) Se obtuvieron dos bandas por separado del receptor de
LH en el primer PCR, utilizando oligonucleétidos especificos para dicho receptor. B.) Se llevé a cabo
un segundo PCR utilizando como templados los 2 productos obtenidos del primer PCR obteniéndose
asi al receptor completo. Los tres carriles que se observan en este panel, tienen el mismo contenido.
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Figura 9. Clonacion del receptor de FSH. A.) Se obtuvieron dos bandas por separado del receptor de
FSH en el primer PCR, utilizando oligonucleétidos especificos para dicho receptor. B.) Se llevo a
cabo un segundo PCR utilizando como templados los 2 productos obtenidos del primer PCR
obteniéndose asi al receptor completo. Los tres carriles que se observan en este panel, tienen el
mismo contenido
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Figura 10. Expresion de RGS3 y RGS10. La expresion de A.) RGS3 y B.) RGS10 en células HEK-
293 se confirmo mediante Western blot, como esta descrito en materiales y metodos. Se llevaron a
cabo tres experimentos diferentes con resultados similares al que se muestra aqui.
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Figura 11. Union del ligando a los receptores de LH y de FSH en presencia de RGS3 o RGS10.
Setenta y dos horas posteriores a la transfeccion, las células HEK-293 que co-expresaban a los
receptores de A.) LH o de B.) FSH y al vector control pcDNA3.1, RGS3 o RGS10 fueron expuestos
a diferentes concentraciones de ['?%]]-LH o -FSH durante 3 horas y se determind la unién del
ligando al receptor. Cada punto de la curva esta expresado por cuadruplicado.



Tabla 2. Numero de receptores por célula y afinidad del ligando por el receptor (Kd) de

los receptores de LH y de FSH en presencia de RGS3 o RGS10.

Receptor Receptor de LH Receptor de FSH

Proteina RGS | pcDNA3.1 RGS3 RGS10 | pcDNA3.1 RGS3 RGS10

(testigo) (testigo)

Numero de 30,315 26,400 26,809 29,781 34,626 32,692

| receptores/célula | +2617 +1,985 +1,879 +1,523 +2,114 +2,012

|
e 1
|

Kd (M) 1.1:03 | 0.8:0.2 | 1.0:02 | 1.3:0.1 | 1.3:02 | 1.2:0.2
|
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Posteriormente se analizo el efecto de las proteinas RGS3 y RGS10 en la
liberacion de AMPc de las células HEK-293, que sobre-expresaban transitoriamente a
los receptores de LH o de FSH, en respuesta a diferentes concentraciones del agonista
(0, 12.5, 25, 50ng/500ul de hCG o FSH respectivamente) (figura 12). Se tomd como el
100% al valor obtenido con la dosis de 50 ng de agonista del vector testigo. La proteina
RGS10 no tuvo efecto sobre la liberacion de AMPc de células que expresan
transitoriamente tanto al receptor de LH como al receptor de FSH. Por el contrario,
RGS3 provoco inhibicion significativa en la liberacion de AMPc de las células que
expresaban al receptor de LH. Con la concentracion mas alta del agonista que se
estudio hay aproximadamente un 43% de inhibicién, comparado con los valores testigo
(figura 12A). La RGS3 tambien mostro una inhibicién significativa (aproximadamente
50% con la concentracion mas alta del agonista) en la liberacion de AMPc mediada por
el receptor de FSH (figura 12B).

De igual manera examinamos el efecto de RGS3 y RGS10 en la produccion de
IP de células que expresaban transitoriamente al receptor de LH o de FSH en respuesta
a concentraciones ascendentes de agonista (0, 12.5, 25, 50ng/500ul de hCG o FSH
respectivamente) (figura 13). Se tomd como el 100% al valor obterido con la dosis de
50 ng de agonista del vector testigo. Cuando se expresé RGS10 junto con el receptor
de LH o el de FSH no hubo diferencia significativa en la respuesta de IP comparado con
los valores testigo; por el contrario, RGS3 mostré una inhibicién significativa en la
produccion de IP al ser estimulados ambos receptores con todas las” concentraciones
de agonista utilizadas, incluyendo aquellos valores obtenidos cuando el receptor no fue
estimulado.

Finalmente, con el fin de ver si la internalizacién de los receptores se veia
afectada en presencia de las proteinas RGS, analizamos la velocidad de internalizacion

de los receptores de LH y de FSH en presencia de RGS3 o de RGS10 (figura 14). La
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Figura 12. Efecto de RGS3 o RGS10 sobre la liberacion de AMPc en células HEK-293 que
expresan al receptor de LH o al de FSH. Se obtuvieron curvas dosis-respuesta para células que
expresan A.) al receptor de LH o B.) al receptor de FSH al ser estimuladas con hCG o FSH,
respectivamente. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las células fueron
estimuladas durante 24 horas con las concentraciones indicadas de hCG o FSH vy la liberacion
de AMPc se determiné mediante un RIA. Se tomé como el 100% al valor de respuesta maxima
con el vector control. Los datos son presentados como la media + el error estandar de
transfecciones hechas por triplicado para cada dosis de agonista estudiada.
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Figura 13. Efecto de RGS3 o RGS10 sobre la produccion de IP en células HEK-293 que expresan
al receptor de LH o al de FSH. Se obtuvieron curvas dosis-respuesta para células que expresan
A.) al receptor de LH o B.) al receptor de FSH al ser estimuladas con hCG o FSH,
respectivamente. Setenta y dos horas después de la transfeccion, las células fueron estimuladas
durante 2 horas con las concentraciones indicadas de hCG o FSH y se midi6 la produccion de IP.
Se tomé como el 100% al valor de respuesta maxima con el vector control. Los datos son
presentados como la media + el error estandar de transfecciones hechas por triplicado para cada
dosis de agonista estudiada.
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Figura 14. Velocidad de internalizacion de los receptores de LH y de FSH en presencia de RGS3 o
RGS10. Setenta y dos horas posteriores a la transfeccion, se determiné la velocidad de
internalizacion de los receptores de A.) LH y de B.) FSH después de 5, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos
de incubacion con ['?51]-LH o —FSH, respectivamente. Los datos fueron marcados como la media +
el error estandar del porcentaje de receptores internalizados de transfecciones hechas por triplicado
para cada tiempo.
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velocidad de internalizacion de ambos receptores fue medida hasta un periodo de
incubacion de 120 minutos en presencia de [I'*]-LH o [I'®*}-FSH. Tanto para el receptor
de LH como para el de FSH se observo un ligero incremento lineal en la velocidad de
internalizacion. No se observaron diferencias significativas en la velocidad de
internalizacion del receptor de LH y del receptor de FSH en presencia de RGS3 o de

RGS10 comparado con el valor testigo (vector pcDNA3.1).
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DISCUSION

La funcion principal de las proteinas RGS es la de inhibir la sefializaciéon celular
de los GPCR mediada por las subunidades a de las proteinas G, al actuar como GAPs
(Druey, et al., 1996; Dohlman y Thorner, 1997; De Vries y Farquhar, 1999; De Vries, et
al.,, 2000). No obstante se ha mostrado que las proteinas RGS siendo una familia
altamente diversa y multifuncional que se unen directamente a las subunidades Go
activas, también presentan otras funciones como ser proteinas de anclaje, reguladores
de la actividad transcripcional y antagonistas de efectores (De Vries y Farquhar, 1999;
Burchett, 2000; Kozasa, 2001, Hollinger y Hepler, 2002). Algunos estudios recientes
han mostrado gque estas proteinas actiuan como reguladores o como integradores
multifuncionales de moléculas involucradas en la sefalizacion de las proteinas G
(Hepler, 2003). De igual manera se ha visto que las proteinas RGS pueden funcionar
como proteinas de anclaje entre los GPCRs y los receptores de cinasas de tirosina o
canales membranales, lo cual permite que la sefalizacion de los GPCRs sea regulada
por medio de otro tipo de receptores (Druey, 2001).

El presente estudio muestra que la RGS3 regula de manera inhibitoria la
sefalizacion de los receptores de LH y de FSH. En las células que sobre-expresaron al
receptor de LH o FSH y RGS3 o RGS10, no se observo diferencia en la afinidad del
ligando por el receptor, lo que indica que las proteinas RGS probablemente no estén
involucradas en la regulacion de la unién del ligando a estos receptores.

La respuesta de AMPc disminuy6 en presencia de la proteina RGS3, regulando
de manera inhibitoria la sefalizacion de los receptores de LH y de FSH, mientras que
con la RGS10 no se observaron modificaciones en la liberacion de AMPc. Existe poca

evidencia previa de la interaccion de éstas proteinas con las subunidades G;a. Se ha
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mostrado que la RGS2 inhibe la liberacion de AMPc mediada por Gsa (Tseng y Zhang,
1998; Versele, et al. 1999; Sinnarajah, et al. 2001) y directamente interactia con G.a in
vitro (Tseng y Zhang, 1998). De igual manera ha sido mostrado que una forma
truncada de la proteina RGS3 (RGS3T) inhibe a la subunidad G.a (Chatterjee, et al.
1997). En un estudio previo observamos que en células que expresan al receptor de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) la liberacion de AMPc disminuyé en
presencia de RGS10, en comparacion con las células testigo. Sin embrago, este
decremento parecié ser independiente de la estimulacion del receptor de GnRH, ya que
la disminucion se observé incluso en los valores basales (Castro-Fernandez, et al.
2002). Los resultados del presente estudio muestran que la RGS3 puede actuar como
un aumentador de la actividad de GTPasa para G, y por consiguiente inhibe la
liberacion de AMPc. Sin embargo, este efecto puede no deberse a una interaccién
directa de las proteinas RGS con las subunidades G, sino mas bien a una regulacion
de los receptores mediante mecanismos secundarios. Es decir, podria estar
funcionando como antagonista de los efectores, impidiendo que la proteina G;a se una
a su efector especifico, inhibiendo asi la produccicn o liberacion de segundos
mensajeros. Se ha observado que las proteinas RGS pueden unirse fuertemente a las
subunidades Ga activas impidiendo asi su unién al efector y por ello actuando como
antagonistas, independientemente de la actividad GAP que tienen las RGS (Hepler et
al., 1997; Carman et al., 1999)

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la proteina RGS10
no tiene efecto sobre la sefializacion tanto del recepter de LH como del de FSH, ya que
no hay diferencias significativas en la produccion de IP comparado con los valores
testigo. Por el contrario, observamos que en presencia de RGS3, hay una inhibicion

significativa en la liberacion de IP con todas las concentraciones de agonista estudiadas
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para ambos receptores y aun en ausencia de agonista (a la cual denominamos
concentracion cero). En el caso del receptor de LH, la RGS3 inhibié considerablemente
la respuesta de IP (aproximadamente un 40% comparado con el valor testigo), sin
embrago los valores basales en presencia de RGS3, son similares a los valores basales
del vector testigo. En cambio, para el receptor de FSH observamos que la respuesta
fue significativamente inhibida en ausencia del agonista y con todas las
concentraciones de agonista utilizadas. Estos resultados nos llevan a sugerir que, a
pesar de que hay una probable accién de la RGS3 en la sefalizacion mediada por Gya
a través de estos receptores, la RGS3 inhibe la sefalizacion del receptor de FSH con
un minimo efecto en la activacion del receptor, ya que hay atenuacién en la produccién
de IP aun en estados basales. Esto significaria que la RGS3 puede interactuar con
esta subunidad mediante mecanismos independientes de la activacion del receptor.

Una posible explicacion de la discrepancia en la regulacion de la sefalizacion de
ambas proteinas RGS podria ser la diferente localizacion de cada una de estas
proteinas en el interior de la célula. La proteina RGS10 se localiza principalmente en el
nucleo, mientras que la RGS3 se encuentra en el citoplasma (Chatterjee y Fisher,
2000), lugar donde es accesible para las subunidades de las proteinas G, efectores y
GPCRs. La diferencia en la localizacion de las proteinas RGS podria explicar la
heterogeneidad funcional de las mismas (Burchett, 2003). De igual forma se ha
observado que las proteinas RGS pequenas, como es el caso de la RGS10, en ciertos
sistemas funcionan exclusivamente como reguladores inhibitorios de la sefalizacién de
las proteinas G. Por el contrario las proteinas RGS de mayor tamarnio como la RGS3,
son proteinas multifuncionales que tienen capacidad de unir tanto a proteinas G asi
como a otras proteinas de sefalizacion. Estas proteinas pueden estar actuando como
1) integradores de la sefalizacion de las proteinas G, 2) como nuevos efectores de las

proteinas G o 3) como proteinas de anclaje que mantienen a los complejos de
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sefalizacion (Sierra, et al.,, 2000; Zhong y Neubig, 2001; Hollinger y Hepler, 2002).
Asimismo, estos efectos diferenciales pueden ser consecuencia de diversas
interacciones entre los dominios de RGS10 o RGS3 y los receptores, resultando en una
regulaciéon funcional desigual de los receptores en presencia de una u otra proteina
RGS (De Vries y Farquhar, 1999; Burchett, 2000; Kozasa, 2001; Anger, et al., 2004) o
de un reconocimiento diferencial de estados conformacionales de Gy y G, expuestos
por RGS10 o RGS3. Los diferentes GPCRs, ya sea solos o en conjunto con las
proteinas G relacionadas a estos sistemas, pueden reunir selectivamente a ciertas
proteinas RGS dirigiéndolas hacia la membrana plasmatica determinando sus funciones
de senalizacion (Hepler 2003). El reconocimiento diferencial ha sido observado en los
receptores de serotonina 5-HT1A, 5-HT2A y de dopamina D2, donde se ha mostrado
que RGSZ1, RGS2, RGS4, RGS7 y RGS10 modulan diversas vias de sefalizacion de
manera diferente dependiendo del receptor en el cual esta llevando a cabo su accién.
También se ha observado que los dominios que son diferentes al dominio RGS
(mostrados en la figura 2) de las proteinas RGS confieren una selectividad de la
proteina RGS hacia algunos GPCRs, como ocurre con el dominio N-terminal de la
RGS4 que discrimina entre los diferentes complejos de sefalizacion de los GPCRs
(Ghavami, et al., 2004).

Los resultados del presente estudio aportan la primera evidencia de la
regulacion de la sefalizacion de los receptores de LH y FSH mediante una proteina
RGS. Se mostré que fa sefializacién de los receptores de LH y FSH es regulada de
manera inhibitoria por la proteina RGS3 pero no por la RGS10, lo que nos lleva a
sugerir que existe un efecto diferencial entre las proteinas RGS en los diferentes
sistemas y en las diferentes proteinas Go involucradas. Se ha observado que los
mecanismos reguladores de las proteinas RGS son diversos; pueden presentar una

regulacién estimulante o inhibitoria en la sefalizacién celular mediada per los GPCRs,
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pueden regular directamente a los efectores o pueden actuar como andamios al
ensamblar complejos de proteina y asi modular su sefalizacion (De Vries y Farquhar,
1999; Burchett, 2000; Kozasa, 2001).

Las proteinas RGS pueden apagar Ia sefalizacion de algunos GPCRs (De Vries,
et al., 2000), y puede ser que este sea el caso con los receptores de LH y de FSH. Los
receptores de LH y FSH desempefian un papel muy importante en la funcién
reproductiva, y la regulacion inhibitoria ejercida por las proteinas RGS puede jugar un
papel importante en la accion de estos receptores al regular sus respuestas en
presencia de un ambiente modificado. Podriamos especular que estas proteinas juegan
un papel importante en ciertas enfermedades del aparato reproductivo, como seria
algun tipo de cancer, y por lo que tendrian gran utilidad para regular de manera
adecuada a los receptores en caso de estos presenten una activacion irregular.

Los receptores de LH y FSH, pueden estar regulados por muchos factores, y de
asta manera también podemos imaginar que las RGS actuan sobre los receptores de
LH y de FSH regulando el ciclo reproductivo. Sin embargo, se requiere todavia de
muchos estudios en esta area para ampliar los conocimientos y poder sacar
conclusiones definilivas. Todos estos mecanismos reguladores son de suma
importancia para poder entender mas a fondo el papel fisiolégico de las proteinas RGS

en las acciones de los GPCRs.
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PERSPECTIVAS

Las proteinas RGS representan blancos potenciales para agentes farmacéuticos
importantes. Se debe de estudiar mas a fondo las vias de sefalizacion particulares en
que las proteinas RGS se asocian, para tener un mejor entendimiento de sus
mecanismos de accion y que puedan servir como una herramienta terapéutica
altamente especifica.

Actualmente se ha tenido en cuenta la creacion de nuevos medicamentos,
utilizando a estas proteinas RGS debido a su capacidad unica de modular la
senalizacion de las proteinas G, y a su localizacion altamente regionalizada que las
hace ser muy especificas dentro de su sitio y modo de accion. De igual manera las
proteinas RGS pueden ser un blanco facil para medicamentos que inhiban su accion,
aumentando de ésta manera las acciones de ciertos neurotransmisores, hormonas,
etcétera, en diversas enfermedades en donde las sefales pudieran ser apagadas en
una etapa temprana a causa de la alta actividad de las proteinas RGS.

A pesar de que se ha estudiado ampliamente a estas proteinas en diferentes
sistemas, hace falta mejorar el conocimiento del papel fisiologico de cada una de las
proteinas RGS en vias de sefalizacion especificas, ya que se ha visto que la funcion de
éstas proteinas puede variar considerablemente dependiendo del sistema en el que
esté actuando. Para la produccion de un medicamento determinado dirigido hacia las
proteinas RGS, debe de verse claramente el funcionamiento de la proteina RGS en el

sistema de interes.
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CONCLUSIONES

Las proteinas RGS3 y RGS10 no alteraron la expresién de los receptores de LH
y FSH en la superficie celular ni la afinidad del ligando por el receptor, indicando que

dichas proteinas RGS no estan involucradas en la unién del ligando al receptor.

La sefalizacion de los receptores de LH y FSH mediada por las proteinas G, fue
regulada de manera inhibitoria por la proteina RGS3 pero no por la RGS10, lo cual
muestra un efecto diferencial entre las proteinas RGS en la regulacién de los receptores

de LHy FSH.

La internalizacion de los receptores de LH y FSH no se modifica en presencia de
las proteinas RGS3 y RGS10, mostrando que dichas proteinas no se encuentran

involucradas en este proceso.
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Follicle-stimulating hormone receptor (FSHR) and
luteinizing hormone receptor (LHR) belong to the super-
family of G protein—coupled receptors (GPCR); GPCRs
are negatively regulated by RGS (“regulators of G pro-
tein signaling”) proteins. In this study we evaluated the
effects of RGS3 and RGS10 on FSHR and LHR ligand
binding and effector coupling. FSHR and LHR ligand
binding were unchanged in the presence of RGS3 or
RGS10. However, signaling by FSHR and LHR was
diminished by RGS3 but not by RGS10. This constitutes
the first demonstration of an interaction between RGS
proteins and LH and FSH signaling pathways and iden-
tifies a mechanism for negative regulation of RGS3 on
FSHR and LHR signaling.

Key Words: RGS proteins; FSH receptor; LH receptor.

Introduction

The follicle-stimulating hormone receptor (FSHR) and
luteinizing hormone receptor (LHR) belong to the G protein—
coupled receptor (GPCR) family (1,2). These receptors are
coupled to G,a, which activates adenylyl cyclase in order
to increase the synthesis of the second messenger cyclic
AMP (cAMP)(3,4), and to Gq” 1@, which activates phospho-
lipase-C and results in production of the second messengers
inositol 1.4.5-triphosphate (IP3) and diacylglycerol; it has
also been suggested that FSHR and LHR couple to Gy
that inhibits the activation of the adenylyl cyclase (1,3).

The selectivity and intensity of the GPCR signals are regu-
lated by several mechanisms. A family of more than 20 known
proteins, the “regulators of G protein signaling” (RGS) pro-
teins, have been identified as components of signal transduc-

Received July 19, 2004; Revised August 25, 2004; Accepied September 17,
20104,

Author to whom all ¢ pondence and reprint should be addressed:
Juan Pablo Méndez, Unidad de Investigacién Médica en Biologia del
Desarrullo, Couvrdinacién de Investigacion en Salud, Coahuila 5, Colonia
Roma, Apartado Postal A-047, C.P. 06703 México, D.F., México. E-mail:
jpmb@servidor.unam. mx

49

tion cascades generated by GPCR-G proteins. The main func-
tion of these proteins is to negatively regulate G proteins,
by acting as GTPase-activating proteins (GAPs), thereby
accelerating G protein—-GTP hydrolysis (5-8) and decreas-
ing the length of time the G protein is in the activated state
(9). RGS proteins share a highly conserved domain of about
120 amino acids, which mediates the interaction of RGS
proteins with the Ga subunit, considered to be the main con-
tributor to their intrinsic GAP activity (7,/0). It has also
been shown that RGS proteins can have regulatory functions
other than as GAPs, they can increase the signaling of sev-
eral receptors and regulate gene transcription ( /0-12). RGS
proteins have been shown to mainly interact with Gya and
G;o subunits (/3,14); nevertheless, there is evidence of an
effect of RGS proteins on the Gy subunit (/3-18)

In this study, we analyzed the effect of the RGS3 and
RGS10 proteins on FSHR and LHR expression, ligand bind-
ing, and signaling. Our observations show a previously unap-
preciated regulation of FSHR and LHR by RGS proteins.

Results

The expression of RGS3 and RGS10 in HEK-293 cells
after transfection of DNA for these proteins was verified
by Western blot. Expression of RGS3 or RGS10 proteins
resulted in bands of similar density for both proteins, and
when cells were transfected with the control vector, there
were no observabie bands (Fig. 1). -

Scatchard binding analysis of the FSHR and LHR in the
presence of RGS3 or RGS10 are shown in Figs. 2 and 3.
Cells that transiently express the FSHR or LHR and RGS3
or RGS10 had a similar receptor affinity and similar aver-
age number of receptors/cell compared to those cells ex-
pressing the receptors and the control vector, pcDNA3.1
(FSHR/pcDNA3.1 K; = 1.3 + 0.1 nM, receptors/cell =
29,781 + 1,523; FSHR/RGS3 K= 1.3 0.2 nM, receptors/
cell = 34,626 + 2,114; FSHR/RGS10 K, = 1.2 = 0.2 nM,
receptors/cell = 32,692 + 2,012; LHR/pcDNA3.1 K, = 1.1
+ 0.3 nM, receptorsfcell = 30,315 = 2,617, LHR/RGS3 K,
= 0.8 = 0.2 nM, receptors/cell = 26,400 + 1,985; LHR/
RGS10 K,;= 1.0+ 0.2 nM, receptors/cell= 26,809 + 1,879).
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Fig. 1. Expression of RG53 and RGS10. Expression of (A) RG53 and (B) RGS 10 expressed in HEK-293 cells was confirmed by Western
blot, assayed as described in Materials and Methods. Three different experiments were performed with similar results to the represen-

tative one shown.

0.20 7 =
| * pCDNA3.Y
> RGS3
It * RGS10

Bound/Free

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Bound (nM)

Fig. 2. Scaichard binding plots of FSHR and RGS10 or RGS3
coexpressing cells. Seventy-two hours after transfection, HEK-
293 cells co-expressing the FSHR and pcDNAJ. 1, RGS3, or RGS 10
were exposed lo increasing concentrations of ['*'[JFSH for 3 h
and binding was determined. Three different experiments were
performed with similar results.

We analyzed the effect of RGS3 and RGS10 on cAMP
release from HEK-293 cells, transiently expressing the FSHR
or LHR, in response to increasing concentrations of the
agonists (0, 12.5, 25, 50 ng/500 pL of FSH or hCG, as noted)
(Figs. 4 and 5). RGS 10 had no effect on the release of cAMP
from FSHR or LHR expressing cells. In contrast, RGS3
had a significant inhibition on cAMP released from FSHR
expressing cells. Atthe highest concentration of agonist stud-
ied, there was an approx 50% inhibition, compared to the
control values (Fig. 4A). RGS3 also had a significant inhi-
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Fig. 3. Scatchard binding plots of LHR and RGS10 or RGS3
coexpressing cells. Seventy-two hours after transfection, HEK-
293 cells co-expressing the LHR and pcDNA3.1, RGS3, or RGS 10
were exposed Lo increasing concentrations of ['**1)LH for 3 h and
binding was determined. Three different experimenis were per-
formed with similar results.

bition (approx 43% at the highest agonist concentration) on
cAMP released mediated through the LHR (Fig. 4B).
Finally, we examined the effect of RGS3 and RGS10 on
IP production from cells transiently expressing the FSHR
or LHR in response o increasing concentrations of the
agonists (0, 12.5, 25, 50 ng/500 pL of FSH or hCG, as noted)
(Fig. 5). When RGS10 was expressed with either FSHR or
LHR there was no difference in 1P response from the con-
trol values; in contrast, RGS3 exhibited a significant inhi-
bition of IP production with all concentrations of agonists
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Fig. 4. Effect of RGS3 or RG510 on cAMP release in HEK-293
cells expressing FSHR or LHR. Concentration—-response curves
for (A) FSH- or (B) hCG-stimulated cAMP release from HEK-
293 cells ransiently expressing FSHR or LHR and pcDNAJ.I,
RGS3, or RGS10 were assayed. Forty-eight hours after transfec-
tion, cells were stimulated for 24 h with the indicated concentra-
tions of FSH or hCG and cAMP release was measured by RIA,
Data are presented as the mean x SE of triplicate transfections.
Three different experiments showed similar results.

studied, including those values obtained when the receptor
was not stimulated.

Discussion

In this study, we observed that RGS3 negatively regulates
FSHR and LHR-mediated G protein signaling. The expres-
sion of RGS3 and RGS10in HEK-293 cells was verified by
Western blot. The results observed suggest that both RGS
proteins express in HEK-293 cells after transfection: how-

Fig. 5. Effect of RGS3 or RGS10 on IP production of HEK-293
cells expressing FSHR or LHR. Concentration-response curves
for (A) FSH- or (B) hCG-stimulated IP production from HEK-
293 cells transiently expressing FSHR or LHR and pcDNA3.1,
RGS3, or RGS10 were assayed. Seventy-two hours afler trans-
fection, cells were stimulated for 2 h with the indicated concen-
trations of FSH or hCG, and IP production was measured. Data
are presented as the mean + SE of triplicate transfections. Three
different experiments showed similar results.

ever, these proteins are not expressed in these cells when
transfection of RGS proteins is lacking. These results are
similar from some previously reported where they expressed
RGS3, RGS4, or RGS10 in HEK-293 cells (19).

When cells co-expressed either the FSHR or LHR and
RGS3 or RGS10, receptor-ligand affinity is unchanged, sug-
gesting that the RGS proteins are not involved in ligand
binding or expression of these receptors.

RGS3 inhibits cAMP response by negatively regulating
the FSHR and LHR signaling, while RGS10 does not have
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an effect on cAMP release. There is little previous evidence
of the interaction of these proteins with the G,a subunits.
It has been demonstrated that RGS2 inhibits G,a-mediated
cAMP release (15-17) and it interacts directly with G.a in
vitro (15). It has also been observed that a truncated form
of RGS3 (RGS3T) inhibits the Gya subunit (/8). In previ-
ous studies, we observed that expression of RGS 10 resulted
in adiminished cAMP release compared to the control cells
in cells expressing the gonadotropin-releasing hormone re-
ceptor (GnRHR); however, this decrease seemed to be inde-
pendent of GnRHR stimulation since there was a decrease of
cAMP release even when the agonist was absent (20). In the
present study, we suggest that RGS3 might be acting as a
GTPase enhancer of G,a, thereby inhibiting cAMP release.
However, this effect could not be due to adirect interaction
of RGS proteins with G,a subunits but rather regulate the
receptors signaling by secondary mechanisms,

We also analyzed the effect of RGS3 and RGS10 on [P
release. We observed that RGS 10 has no effect on FSHR or
LHR signaling because there is no differential IP release
compared to the control values. In contrast, we saw that in
the presence of RGS3. there is a significant inhibition of 1P
release with all concentrations of agonist studied for both
receptors, and even without agonist stimulation. In the case
of LHR, RGS3 greatly inhibited the IP response. but did not
alter the concentration-response charactenistics; however,
for FSHR we see that the response is significantly inhibited
in agonist absence and with all the agonist concentrations
used. These results suggest that, although there is a probable
action of RGS3 on G a-mediated signaling via these recep-
tors, RGS3 inhibits the FSH signaling pathway with only a
modest effect on receptor activation, because there is atten-
uation of cAMP released even in basal levels. This suggests
that RGS3 might be interacting with this subunit by mecha-
nisms independent of receptor activation.

One possible explanation for the difference in the signal-
ing regulation of both RGS proteins could be that RGS10
has been shown to be primarily localized to the nucleus,
while RGS3 is found in the cytoplasm 21), accessible to
the G protein subunits, effectors, and GPCRs. The differ-
ential cellular localization of RGS proteins can provide
functional heterogeneity to the RGS proteins (22). [t could
also be that these differential effects were a consequence
of modified interactions via diverse domains between the
receptors and RGS 10 compared to RGS3, serving dissimi-
lar regulatory functions (10, 11,23,24) or differential recog-
nition of conformational states of G,a and G, exposed by
RGS 10 or RGS3. Differential recognition has been observed
on serotonin 5-HTI1A, 5-HT2A, and dopamine D2 recep-
tors, where it was demonstrated that RGSZ 1, RGS2, RGS4,
RGS7, and RGS10 modulate diverse signaling pathways in
a different manner depending on the receptor on which its
action is taking place. They observed that domains which are
distinct from the conserved domain of RGS proteins confer

selectivity to the RGS protein toward some GPCRs, such
as the RGS4 N-terminal domain that discriminates between
GPCR signaling complexes (25).

The present study provides the first evidence of the inter-
action between any RGS protein and FSHR or LHR signal-
ing. FSHR or LHR signaling has been demonstrated to be
negatively regulated by RGS3 but not RGS10, suggesting
a different effect between RGS proteins on the diverse sys-
tems and on the different Ga proteins involved. The reg-
ulatory mechanisms of the RGS proteins have been observed
to be diverse: they have a positive or negative regulation on
the GPCRs-mediated signaling, they directly regulate the
effectors. or they act as scaffolds by assembling protein com-
plexes and modulating their signaling (/0,71.23). It is well
known that many RGS proteins can turn off signaling of
some GPCRs (7). and this is likely the case with the FSHR
and LHR. This negative regulation may play an important
role in the action of these receptors by modulating their re-
sponses when a modified environment is present. These reg-
ulatory mechanisms are important to further understand the
physiological role of the RGS proteins on GPCRs actions.

Materials and Methods
Materials

The RGS3 and RGS 10 cDNAs and the RGS3 polyclonal
antibody were generously provided by P. Michael Conn (Ore-
gon National Primate Research Center, Oregon Health and
Science University, Beaverton, OR). The RGS10 polyclo-
nal antibody RGS 10 (C-20) was purchased from Santa Cruz
Biotechnology. Inc. (Santa Cruz, CA), The agonists and
iodination grade LH and FSH were obtained from Calbio-
ciem (San Diego, CA). TR1Zol, pcDNA3.1/V5-His-TOPO-
TA, IM109 competent cells, PCR reagents, Dulbecco’s mod-
ified Eagle's medium (DMEM), fetal calf serum (FCS), lipo-
fectamine reagent, OPTI-MEM, and bovine serum albumin
(BSA) were obtained from Invitrogen Life Technologies
(Grand Island, NY). Myo-[2-*H(N)}-inositol was obtained
from Perkin Elmer (Bdston, MA). lodine-125 was purchased
from Amersham Biosciences (Piscataway, NJ).

F5H and LH Receptor Cloning

Female Sprague-Dawley rats of 28 d of age were used
in agreement with the ethical committee guides from the
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social. The brain and
ovaries were extracted and homogenized using 5 mL of
TRIZol Reagent for every 250 mg of tissue. Total RNA was
obtained and purified, cDNA was synthesized, and FSHR
and LHR cDNAs were amplified using specific primers in
a touchdown PCR. The, FSHR sense primer was (5) AAG
AGC CTG GGG AAT CTG TGG AAG and the antisense
primer was (3') CAG TAG GAT TGC CAT TTA GTC CAT
G, the LHR sense primer was (5') T CCT TTG TTA ACT
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CTA GAA AGA ATG CAA AG and the antisense primer
was (3') CGT CCT CTG AAG CAG GTA CAA TTC. The
cDNAs were cloned into pcDNA3.1/V5-His-TOPO-TA vec-
tor and were transformed into JM109 competent cells and
amplified. The cDNA clones were sequenced in an automa-
tic sequencer PE Applied Biosystems 373A (Perkin Elmer,
Foster City, CA).

Transient Co-transfections of FSHR
or LHR and RGS3 or RGS10

The human embryonic kidney-derived cell line HEK-
293 was maintained in DMEM/10% FCS/20 pg/mL gen-
tamicin (DFG), ina 5% CO- atmosphere at 37°C: 10% cells/
0.5 mL DFG were plated in a 24-well plate. Twenty-four
hours later, the cells were transfected with 50 ng of FSHR
or LHR ¢cDNA and 50 ng of RGS3, RGS10. or control
pcDNAZ 1 vector cDNA. per well. using 2 pL of lipofec-
tamine in 0.25 mL of OPTI-MEM, after 5 h (.25 mL of
DMEM/20% FCS was added. Proteins were allowed to
express for 72 h after transfection (26).

Scatchard Binding Assay

Scatchard binding was assessed in arange of concentra-
tions of ['**IIFSH or LH. from 62.500 to 1,000,000 cpm.
Fifty-one hours after transfection the cells were washed
with DMEM/0.1% BSA containing 20 pg/mL gentamicin
(DBG), and plain DMEM was added. Seventy-two hours
after transfection, the cells were washed twice with 0.5 mL
cold DMEM/BSA/10 mM HEPES. The radioactivity was
added to each well in the same medium and the cells were
allowed to incubate for 3 h at 4°C. The cells were washed
twice with 1 mL of cold PBS, and 0.5 mL of 0.2 M NaOH/
0.1% SDS was added to each well. The cell lysate was
aspirated and radioactivity was determined using a Packard
gamma counter (Downers Grove, 11.). Scatchard transfor-
mation of the binding data was employed to determine the
number of membrane-expressed receptors and to calculate
receptor-ligand affinity. The x-intercept was taken as max-
imal binding; this number was used to convert the number
of molecules bound to average number of receptors ex-
pressed on each in the cell population. To determine the
effect of RGS proteins on the affinity of the FSHR and the
LHR for ligand, the slope of the curve was calculated using
the x and y intercepts (27).

Quantification of cAMP Release

Forty-eight hours after transfection, cells were washed
twice with DBG and then stimulated with 0, 12.5, 25, or 50
ng of FSH or LH per 0.5 mL DBG containing 0.2 mM
methylisobutylxanthine (to prevent cAMP degradation) for
24 hat 37°C. After stimulation, the medium from each well
was collected into tubes containing 50 uL of 10 mM theo-
phylline (also to prevent cAMP degradation). The samples
were heated at 95°C for 5 min to disrupt enzyme activity

and the amount of medium-released cAMP was determined
by radioimmunoassay (RIA) as previously described (26).

Quantification of IP Accumulation

Fifty-four hours after transfection, cells were washed
twice with DBG, and incubated in 0.5 mL/well DMEM
(inositol-free) containing 4 uCi/mL of [*HJinositol for 18
hat37°C. The cells were washed twice with 0.5 mL DMEM
(inositol-free) containing 5 mM LiCl and stimulated with
0, 12.5. 25, or 50 ng of FSH or LH per 0.5 mL of the same
DMEMY/LICI (inositol-free) for 2 h at 37°C. The treatment
solutions were removed, and 1 mL of 0.1 M formic acid was
added to each well. The cells were frozen and thawed to dis-
rupt cell membranes, and the intracellular IP accumulation
was determined by Dowex anion exchange chromatogra-
phy and liquid scintillation spectroscopy (28).

Data Analysis

Data are presented as the means + SEM of triplicate assay
wells in each experiment. The data were analyzed using
one-, iwo-, or threz-way ANOVA followed by the Tukey's
HSD test, and by the Student’s f test; p < 0.05 was consid-
ered significant.
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