COMUNICACION BREVE

ISSN D025-TE80

FUNCION DE DISTINTAS FORMAS DE FIBRONECTINA EN EL DESARROLLO DE
FOLICULOS BOVINOS IN VITRO

ALEJANDRO A. COLMAN LERNER', MARIA LAURA FISCHMAN', GUILLERMO LANUZA',
PAULA CRAMER?, ALBERTO KORNBLIHTT?, J. LINO BARANAD'

* instituto de Biclogia y Madicina Experimental; ? Instituto de Investigaciones en Genelica y Biologia Molecular,

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Alres

Resumen En el presente estudio, se analizé la posibilidad de que las distintas formas

de fibronectina (FN), producidas como resultado de la maduracion alternaliva
(altenative splicing) del mensajero, ejerzan funciones diferenciales en el desarrollo folicular.
En particular se determiné la presencia de la regién ED-I, ausente en la FN plasmatica,
tanto a nivel de mensajero como de proteina, durante este proceso. El analisis de los
niveles de FN en fluides foliculares correspondientes a distintas etapas de desarrollo
mostréd marcadas variaciones en la concentracion de FN ED-l+ mientras que los de FN
total permanecieron relativamente constantes. En foliculos corespondientes a la fase de
seleccién se observd una correlacidn inversa entre los niveles de FN ED-1+ y los de
estradiol (p < 0.001). El tratamiento con estradiol no tuvo efecto sobre el spiicing alternativo
de FN en cultivos de células de la granulosa bovinas, mientras que el AMPc tuvo un electo
inhibitorio sobre la incorporacidn de ED-l. Por otra parte, el factor de crecimiento
transformante tipo B (TGF-B) estimuld tanto la produccién de FN total como la inclusian
de la region ED-I. Este electo fue verificado tanto a nivel de la proteina (Western blots)
como del ARN mensajero (Northern blots). Un péptido correspondiente a la regién ED-|
tuvo un efecto estimulatorio sobre el crecimiento de una linea de células de la granulosa
bovinas (BGC-1) mientras que el péptido correspondiente a las regiones flanqueantes no
tuvo electo. Los datos presentados en este estudio plantean una nueva forma de
requlacion mediante la cual cambios cualitativos en la estructura primaria de la FN podrian
mediar algunas de las acciones de gonadotrofinas y factores intraovaricos durante el
desarrollo folicular.
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El faliculo ovarico estd constituido por el
ovocito, las células de la granulosa que lo rodean
¥ una capa de células externas denominada
células de la teca. Durante el proceso de madu-
racion folicular las células de la granulosa pasan
por dos etapas de diferenciacién. Inicialmente
presentan un fenotipo secretor y proliferativo.
Durante este estadio aparece una nueva cavidad,
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la cavidad folicular o antro, en la que se vuelcan
la mayoria de los productos secretados. Poste-
riormente las células de la granulosa reducen su
capacidad proliferativa y se diferencian a celulas
con una eslercidogénesis muy activa.

Una de las glicoproteinas presentes en el fluido
folicular es la fibronectina (FMN). Dado que las
células de la granulosa la secretan activamente
en cultivo, se las considera como la fuente prin-
cipal de FN del fluido folicular. 5i bien se ha
demostrado que la FN o la activacion de uno de
sus receptores celulares es capaz de inducir la
luteinizacion de células de la granulosa en cultivo’
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su funcion en la maduracién folicular no se ha
establecida,

Existen diversas formas de FN que difieren en
su estructura primaria como resultado de la
maduracion (splicing) alternativa de su ARNm.
Este fendmeno esta sujeto a una estricta regu-
lacion temporo-espacial. Los exones ED-l y ED-
Il {por extra domain) estdn presentes en la FN
sintetizada en el embrion para luego practica-
mente desaparecer en el adulto. La FN presente
en el plasma (FNp), que es sintetizada en el
higado, carece totalmente de estos exones, que
si son detectables aunque en niveles bajos en
algunas matrices extracelulares adultas normales.
5in embargo, en determinadas condiciones fisio-
patoldgicas reaparece la FN-ED-l+. En general,
la reexpresion de ED-l ocurre en tejidos proli-
ferantes, como ser durante el crecimiento de
ciertos tumores o durante la cicatrizacion de
heridas®. Esto nos llevé a pensar que la
maduracian folicular representaba un excelente
modelo para estudiar el splicing alternative de la
FN tanto a nivel de ARN como a nivel proteico,

Con el objetoc de determinar cambios en los
niveles da FN y de FN-ED-I+ durante el desarrollo
folicular, se obtuvieron muestras de fluido folicular
por aspiracion de foliculos bovinos, de un amplio
rango de tamanos, provenientes de ovarios
recogidos de un matadero cercano. En primer
término se clasitico a los folicules en 2 categorias,
mayores y menores a 8 mm de diametro. Estos
ultimos, por ser muy pequefos para ser
procesados individualmente fueron juntados en
grupes de entre 2 y 5 mm y entre 5 v B mm de
diametro. Los foliculos mayores a 8 mm fueron
procesados individualmente.

Los ensayos in vitro requirieron el cullivo de
células BGC-1 y de cullivos primarios de células
de la granulosa bovina. La linea BGC-1, obtenida
por inmortalizacion espontanea de cultives pri-
marios de células de la granulosa bovina®, man-
tiene algunas de |las caracteristicas propias de los
cullivos primarios, en particular, la regulacién
hormonal de la produccién de FN*. Las células de
la granulosa utilizadas en los cultivos primarios
fueran obtenidas por aspiracion de foliculos de
entre 2 vy 8 mm. Los cultivos se crecieron en
DMEM:F12 (con 2,2 g/l de NaHCO)
suplementade con 5% de suero de ternero
neonato (NCS) para las células BGC-1 y 10%
para los cultivos primarios. Para los estudios de
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regulacién de la sintesis de FN, ambos cultivos
fueron crecidos hasta alcanzar confluencia,
Luego, el medio fue lavado y reemplazado por
medio sin suero con los estimulos indicados. A las
48 horas se prepararon !os extractos ya sea para
purificar ARN para Northern blot o para medir
proteinas por Western blot.

Los niveles de FN total y de FN-ED-l+ fueron
determinados mediante un Western blot cuan-
titativo utilizando un antisuero contra FN plasma-
tica humana y un anticuerpo monoclional contra
ED-1 (ambos provistos por Sigma Chemical Co.).
El ensayo es cuantitativo debido a que se realiza
en paralelo una curva de calibracién con una
muestra conocida.

Los Morthern blots fueron revelados con
sondas especificas. El ABNm de FN fue detectado
utilizando una sonda de 5865 pb correspondiente
a un fragmento Sal | /Hind Ill de un ARNm de FN
y los ARNm ED-I+ fueron detectados usando la
sonda M13EDI de 160 pb correspondiente a un
fragmento inlerno Pst I/Sau lIlAl. También se
utilizé una sonda que reconoce al ARNm de la
enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
para estandarizar los resultados.

Las celulas BGC-1 fueron utilizadas también
para realizar ensayos de sintesis de ADM. Para
estos experimentos, se sembraron 5000 células
por pocillo de p-96 previamente cubiertas con una
capa de colageno en medio de cultivo sin suero,
Al cabo de 2 horas se agregaron los estimulos
junto con la timidina tritiada (4 pCiimi). A las 24
horas se cosecharon las células y la radiactividad
se midio en contador de centelleo. Los péplidos
recombinantes ED-l y 11-12 ulilizados en estos
ensayos, fueron obtenidos por exprasion en E. coli
de los fragmentos correspondientes obtenidos por
RT-FCR.

En la Fig. 1A se muestran los resultados
obtenidos en un Western blot para 18 muestras
de fluido folicular revelado con anti-FNp, gue
revela todas las formas de FN, (Fig. 1A arriba) y
con anti-ED-| {Fig. 1A, abajo). Sorprendente-
mente, no sdlo 16 de las 17 muesltras fueron
positivas para ED-l+ sino que se observaron
profundos cambios tanto en la concentracidn de
FN-ED-l+ como en su proporcion respecto del
contenido total de FN. Las calles 1 a 4, que
corresponden a los de foliculos pequenos,
presentaron mucho mayor concentracion vy
proporcion de FN-ED-1+ que el resto de las
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Fig. 1.— Determinacién de los niveles de FN total y FN-
ED-1+ (A, By C) y ARNm de FN o FN-ED-I+ (D) por
Wastern blot y Morthern blot, respectivamente.

A. Westarn blot de FN total {arriba) y FN-ED-1+ (abajo)
en muestras de fluido folicular bawvino obtenidas por
aspiracion de los foliculos correspondientes. Las
muesiras correspondientas a foliculos de entre 2 y
5 mm, y entre 5 y B mm de didmetro son grupos de
foliculos miantras que el resto corresponde a foliculos
individuales.

B. Western blot de FN total (arriba) y FMN-ED-1+ (abajo)
an extractos celulares de cullivos primarios de célu-
laz de la granulcsa bovina, Las células, obtenidas por
aspiracion da foliculos de entre 2 y B mm de diametro,
fueron cultivadas en medio con 10% de& suero de
ternero neonats hasta alcanzar confluencia.
Posteriormente, el medio fug reemplazado por media
libre de suero en ausencia (C) o presencia de 1TmM
Bt.cAMP (A) o 5 ng/ml de TGF- (T). Luego de 2 dias
de cultivo, se prepararon los extractos celulares y se
realizaron los correspondlentas Westemn blots.

. Western blot de FN total (arriba) y FN-ED-1+ (abajo)
en sobrenadantes de cultivos de células BGC-1. Las
células fueran cultivadas como se explica en B, con
la diferancia que en este caso se utilizaron los
sobrenadantes en vez de extractos celulares.

D. Nothemn blot de ARNm de FN total (arriba) o de FN-
ED-1+ (medio) a partir de ARM total extraide de
cultivos de células BGC-1 estimuladas (T) ¢ no (C)
con 5 ng/ml da TGF-J. Las células fueron cullivadas
como se indica en B. Al cabo de los 2 dias de
estimulo, se prepard ARN y se realizd el Northem
blot. Como control de carga de ARN se determing
también la presencia del ARN de la enzima G3PDH,

muestras. Debido a esto, consideramos que
constituian un grupo aparte por lo que no fueron
incluidos en los analisis estadisticos que se
detallan mas abajo.
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Para obtener un pardmetro del estado fisio-
légico de cada uno de los foliculos utilizados, se
midié por radicinmunoensayo la concentracion de
estradiol (E2) y progesterona (P4) en las mismas
muestras analizadas en la Figura 1. Tanto los
niveles de FN-ED-1+ como la relacion FN-ED-1+/
FN total presentaron una correlacion inversa con
la concentracion de E2 (p < 0,001 y p < 0,002,
respectivamente). No hubo correlacion significa-
tiva con los niveles de P4 ni con el volumen de
fluido folicular de cada muestra (un indice de su
tamano).

Una alta concentracion de E2 en un foliculo es
un marcador de foliculo saludable, mientras gue
bajos niveles indican que el foliculo esta atrésico,
es decir, estd degenerando. Como la sintesis de
E2 es regulada fundamentalmente por FSH, altos
niveles de E2 son indicadores de una elevada
produccién de AMPc en el interior de las células
de la granulosa.

Los residuales de las correlaciones correspon-
den a las diferencias gue existen entre el valor
determinado experimentalmente y el predicho por
la correlacion. Estas diferencias pueden ser
azarosas o ser el resultado del efecto de una
tercera variable que no esta incluida en el analisis.
Si los residuales correlacionan significativamente
con alguna de las variables, significa que no eran
debidos enteramente al azar. En este caso se
determing que los residuales de las correlaciones
entre FN-ED-l+ y E2 correlacionan positivamenta
con el contenido de FN-ED-I+ en las muestras (p
< 0,05), es decir, a mayor concentracion de FN-
ED-l+, mayor es el desvio del valor empirica
respecto del predicho por la estadistica. Esto
significa que a concentraciones altas de FN-ED-
|+ la dependencia con E2 esta alterada por el
efecto de otra variable. Dado que la correlacion
es positiva, esta variable regula positivamente la
inclusién de ED-l.

Estos resultados nos llevaron a formular la
siguiente hipotesis: existen dos factores en el
fluido folicular que regulan la inclusion del exdn
ED-l en la FN. Uno es el factor de crecimiento
transformante p (TGF-B), que aumenta la sintesis
de FN-ED-l+ y el otro es el AMPc, que la inhibe.
Esta hipétesis se basa por una parie en que se
ha demostrado que TGF-P, cuya produccién en
el foliculo ovérico esta ampliamente documen-
tada®, es capaz de aumentar la inclusidn de ED-
| en ciertos tipos celulares® y por otra parte, en
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que el AMPc, mediador del estimulo gonado-
tréfico, ejerce unm efecto inhibitorio sobre la
sintesis de FN en células de la granulosa®. Sin
embargo, hasta el momento no se ha demaostrado
gue el AMP: altere el splicing alternativo de la FN.
Para probar esta hipotesis, se realizaron
cultivos primarios de células de la granulosa
bovina gue fueron estimulados con 5 ng/ml de
TGF-B, 1 mM de BtcAMP (un andlogo no hidro-
lizable del AMPc) y con 100 ng/ml de E2. EI
contenido de FN total y de FN-ED-l+ presente en
extractos celulares fue determinado por Western
blot y los resultados se muestran en la Fig. 1B.
Mientras que TGF-fp aumentd 2 wveces el
contenido de FN fotal y 4 veces el de FN-ED-I+,
el fratamiento con Bt,cAMP redujo a la mitad la
sintesis de FN lotal y 20 veces el conlenido de
FM-ED-1+. &l E2 no tuvo un efecto significativo.
Si los cambios observados en la proporcién
FN-ED-|+/FN total eran debidos a un efecto sobre
el aparato de splicing, entonces también deberian
observarse variaciones similares en el contenido
de ARMNm para FN. Por esto se trataron células
BGC-1 con 5 ng/ml de TGF-B por 2 dias. Pos-
teriormente se determing la presencia de ARNm
para FMN y para FN-ED-I+ por Northern blot. Estos
experimentos demostraron que el TGF-f aumenta
3 veces el contenido total de FN v 6 veces el
contenido de FN-ED-I1+ {Fig. 1C, derecha), es
dacir, se registré un aumento del 100% en la
proporcion de ARNm gue contenia al exdn ED-I
Como contrel también se determing por Western
blot el efecto del tratamiento con TGF-f en
células BGC-1 sobre la secrecion de FN (Fig. 1C,
izquierda). El TGF-p provocd un aumento del
100% en la proporcion de FN-ED-I+ sintelizada.
Las variaciones de FN-ED-l+ observadas en
los fluides indicaban que los foliculos mas
pequenos, aquellos menores a 8 mm, eran los que
contenian mayor concentracion de FN-ED-I+.
Esios foliculos contienen células de la granulosa
en una etapa de mayor proliferacion que los de
mayor tamano. Por lo tanto, los datos obtenidos
sugerian que la FN-ED-l+ podria participar en la
maduracidn folicular, estimulando la proliferacion
de las células de la granulosa. Para poner a
prueba esta hipdlesis, se utilizaron células BGC-
1 gue fueron estimuladas con un péptido
recombinante correspondiente a la regién ED-I,
con un péptido control que abarca los exones
contiguos al exén ED-1, denominado 11-12 y con
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FMN plasmatica (FNp). La figura 2 muestra los
resultados de un experimento donde se midia la
incorporacion de timidina como indice de sintesis
de ADN. El péptido ED-| provocd un aumento de
3.5 veces en la sintesis de ADN en una manera
dosis-dependiente, alcanzando su efecto maximo
a una concentracion de 1 pM. El péptido 11-12 no
luvo efecto alguno, mientras que la FNp tuvo un
leve efecto estimulatorio (datos no mostrados).

Los resultados que se presentan agqui mues-
tran por primera vez que: 1) Existen importantes
variaciones en la concentracidn de FN-ED-I+ en
un aduito en condiciones no patoldgicas, estando
las mismas asociadas al proceso de maduracién
folicular; 2) El splicing alternativo del transcripto
primario de la FN en las células de la granulosa
es regulado por TGF-f vy AMPc y 3) la FN-ED-1+
tendria un papel fisiclégico en el ovario, actuando
como factor estimulatorio de la proliferacion de las
células de la granulosa.

La correlacidn inversa entre contenido folicular
de FN-ED-lI+ y la concentracion de E2 sugieren
que la region ED-| juega un papel fisiolégico en
la maduracién folicular. Los datos sobre el efecto
de factores sobre el splicing alternativo in vitro,
tanto utilizando cultivos primarios como células
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Fig. 2.— Efecto del péptido ED-I recombinante sobre la
sintesis de ADN en células BGC-1. Las células BGC-
1, sembradas a una densidad de 5000 células/celda
en medio libre de suero, fueron estimuladas con
concentraciones creciantas da ED-l (eirculos) o del
péptido control 11-12 (tridangulos). Simultaneamente,
se agrego 4 uCifml de timidina [*H). A las 24 horas,
las células fueron cosechadas y la cantidad de
timidina [3H] incorporada al ADN fue determinada
con un contador de centellec liquido. *." indica
diferencias significativas respecto del control sin
péptido v dal péptida 11-12.
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BGC-1 aportan una explicacién sobre el meca-
nismo por el cual se regularia in vive el contenido
de FN-ED-l+. En foliculos pequefios, en activa
proliferacién y con escasa respuesta a FSH,
existiria una molécula tipo TGF-p gque aumentaria
la sintesis de FN-ED-1+ y a su vez, ésta esti-
mularia la proliferacién de las células de la
granulosa. Cuando los foliculos maduran y ad-
quieren la capacidad de responder a gonado-
trofinas, aumenta la sintesis de AMPc gue a su
vez inhibe la sintesis de FN-ED-l+, actuando
posiblemente sobre el aparato de splicing, con lo
cual disminuiria el efectc mitogénico sobre las
células de la granulosa.

Poco se sabe de la funcidn de la regién ED-I.
Hasta el presente, la evidencia mas fuerte sobre
un papel «in vivo= para esta region ha sido
provista recientemente por Jarnagin et al.®, quien
mostrd que la region ED-1 de la FMN es responsable
de inducir la transdiferenciacién de lipocitos
hepaticos en miofibroblastos en un modelo de fi-
brosis inducida por ligadura del conducto biliar.

Con el objeto de determinar el mecanismo por
el cual el TGF-B y &l AMPc regulan el splicing
alternatlivo de FN se estan realizando transfec-
ciones de cultivos primarios de células de la
granulosa con plasmidos conteniendo un gen
quimérico que consiste en la region de splicing de
ED-I de FN fusionada al gen de globina, bajo con-
trol de distintos promotores. Resultados preli-
minaras sugieren que el AMPc y el TGF-J ejercen
efectos opuestos sobre la inclusion de ED-I
(negative y positivo, respectivamente), lo cual
concuerda con los datos obtenidos en la regu-
lacién del gen enddgeno.

Los datos presentados en este estudio
plantean una nueva forma de regulacion mediante
la cual cambios cualitativos en la estructura
primaria de la FN podrian mediar la accidn de
gonadotrofinas y factores intraovéricos durante el
dasarrollo folicular.

Summary

Role of different forms of fibronectin in in vitro
bovine follicular development

This study was aimed at testing the hypothesis
that different forms of fibronectin (FN), produced
as a consequence of the alternative splicing of the
precursar mRMNA, play specific roles during

Volumen 57 - N? 3, 1987

follicular development. In particular, we analyzed
the presence of the ED-l region, which is absent
in the plasma form. Analysis of FN levels in
follicular fluids corresponding to different stages
of development of bavine follicles revealed marked
changes in the concentrations of ED-1+FN
whereas total FM levels remained relatively
constant. A negative correlation (P < 0.001) was
detected between ED-1+FN and estradiol levels.
This steroid was without effect on the alternative
splicing of FN in primary cultures of bovine
granulosa cells. However, cAMP produced a
marked decrease in the incorporation of the ED-I
region. In contrast, transforming growth factor beta
(TGF-P) elicited both a stimulation on averall FN
synthesis and an increase in the inclusion of ED-
|. This effect was evident at the protein level
(Western blots) and also in the mRNAs (Northern
blots). A peptide corresponding to the ED-I region
stimulated DNA synthesis in a bovine granulosa
cell line (BGC-1) whereas the peptide correspond-
ing to the flanking sequences was without effect.
Data presented herein suggest a novel form of
regulation by which changes in the primary
structure of FN may mediate some of the eflects
of gonadotropin and intraovarian factors during
follicular development.
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