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For the first time a completely pure extract of FSH, exempt of its usual contami
nating agents;, luteinizing hormone and albumin, was obtained. The inactivation of the
contaminating agents was done by immunological means. The authors speculate about
the possibilities of this pure" preparation in the field of the basic Physiology of the
Follicle Stimulating Hormone.

En la purification de la hormona fo-
liculo estimulante (FSH) se viene trope-
zando con la dificultad de separar sus
contaminantes habituales: albumina (Alb.)
y hormona luteinizante (LH). Por otra
parte, el Hegar a conseguirlo es de suma
importancia, no solo porque seria la unica
forma de poder realizar estudios definiti
ves sobre las acciones fisiologicas de la
FSH, sino por el hecho de haber obtenido
tai hormona como antigeno puro, lo que
llevaria consigo poder preparar mejores
antisueros y realizar mas facilmente su
marcajc con isotopos.

Para conseguir este objetivo se ha acu-
dido a cromatografias repetidas (2, 9), a
digestidnes enzimaticas (10, 11) e incluso
a la- action de detergentes suaves (6).
A pcsar de estos multiples esfuerzos. aim
no se ha logrado ninguna preparation de
FSH totalmcnte purn.

* Direction actual: Departamento de Fisio
logia y Bioquimica. Facultad de Medicina. Vni-
versidad de La Laguna. Tenerife (Espana).

En el presente trabajo es la primera vez
que se intenta, por caminos distintos a
los antes citados, conseguir un preparado
de FSH exento de actividades de albumi
na y de LH. Para ello nos hemos valido
de la inactivation de los contaminantes
mas arriba citados por medios inmuno-
logicos.

Material y metodos

A1SLAM1ENTO Y PI RIIICACION 1NICIAL

de FSH. Se parte de hipofisis humanas
conservadas en acetona a 4° C. Estas hi-
pdtisis se somclen a un proceso de deshi-
dralacion a base de acetona; cl produclo
obtenido se seca con mas acetona. que-
dando reducido a un polvo lino. En el se
aisla la FSH siguiendo el esquema de
Burr et al. (5). El material emplcado fue
el correspond iente a la fraction CM,, que
es la oblcnida Iras la cromatografia en
carboximetilcclulosa. y la de CPt. que se
obtiene Iras la cromatografia en dielil-
amino-ctil-celulosa (2. 7)7
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Preparacion de antisueros. Se si-
gui6 el procedimiento recomendado por
Butt et al. y Wolf (3, 13). Despues se
utilizo antiHCG en lugar de antiLH apro-
vechando la reaction cruzada que se pro
duce entre LH y antiHCG.

Calculo de la cantidad de antisuero
a anadir. En primer lugar se titula el
antisuero con hematies marcados con los
respectivos antigenos y mediante la reac
tion de hemoaglutinacion. En el caso de
la FSH se utilizaron los preparados CM]
y CP] en soluciones de una concentration
igual a 20 y 100 /zg/ml. El efecto final se
objetiva mediante la reaction de inhibi
tion de la hemoaglutinacion (4, 12).

Valoraciones biologicas e inmunolo-
gicas. En la valoracion biologica de FSH
se siguio el metodo de Brown (1) y el de
Parlow (8) para la LH. Para llevar a
cabo estas valoraciones se tomo una ali-
cuota de 0,1 ml de cada uno de los tubos
mas representatives, tras el paso por la
columna de Sephadex. En la localization
de las actividades inmunologicas de FSH,
LH y albumina se empleo la reaction de
inhibition de la hemoatiutinacion segun
las tecnicas antes referidas.

Procedimiento general. Se emplea-
ron los preparados CM] y CP,, que son
de distinto grado de pureza, anadiendole
a cada uno de ellos las cantidades, pre-
viamenle calculadas. de antiHCG y anti-
albumina. Sc mezclan bicn y dejan incu-
bar durante la noche a 4C. Despues sc
centrifuga y se loma el sobrenadanle,
que se pasa por una columna de Sepha
dex G-200, preparada con buffer fosfato
a />H 7.4 y previamente saturada con al
bumina.

Se recogcn fracciones de 2.5 ml y se
comprueba en cada una de ellas la acti
vidad biologica e inmunologica de FSH.
LH y albumina, al mismo tiempo que sc
siguen los cambios en la concentration
proteica mediante el reaclivo de Folin-
Ciocalteu.

Resultados

En la figura 1 se presentan los resulta
dos de FSH desde el punto de vista bio-
logico e inmunologico, asi como la con
centration proteica. Se puede observar
que no aparecen actividades de LH, ni
de albumina, encontrandose un maximo de
actividad de FSH en el tubo 10 de los
obtenidos tras el pase por Sephadex
G-200. Este maximo coincide con la ma
xima concentration proteica. En la tabla I
se sintetizan todos estos datos.

Tabla I. Valoracion biologica de hormona
foliculo estimulante.

Fracciones de 2,5 ml obtenidas tras la croma-
tografia en columna de Sephadex G-200. En las
distintas columnas se especifica la concentracidn
proteica y las actividades de FSH, albumina
y LH en cada una de las fracciones obtenidas.
En cada valoracion se han utilizado 6 ratones.

• FSH — hormona foliculo estimulante: Alb = albuml-
na; LH = hormona luteinizante; A.B. = actividad biolo-
dica.

Tubo
n.° D.O.

A.B.*
FSH

peso ovario
mg

Actividad inmunoldgica

Alb LH FSH

1 0,238 —. —

2 0,175 — — —

3 0,265 — .... * —
4 0,305 6,43 — — +
5 0,450 — — +
6 0,533 — — +
7 0,614 — — +
8 0,650 _ — — +
9 0,615 — — +

10 0,867 18,35 — ——- +
11 0,550 — — +
12 0,330 — — +
13 0,312 — — +
14 0,201 13,21 — — +
15 0,300 — — - +
16 0,130 — — • +
17 0,080 — — —
18 0,030 4,70 — — —
19 0,015 — — —

20 0,000 — __ —
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Fig. 1. Valores ref erentes a las actividades
biologica, inmunologica y de proteina de pre

parados de hormona foliculo estimulante.
Actividad inmunoldgica (—); actividad biolo

gica (□); mg de proteina (—).

Discusion

El metodo inmunoldgico empleado en
la inactivacion de los contaminantes LH
y albumina, presentes en nuestros prepa
rados de FSH, da un rendimiento supe
rior a los metodos enzimaticos (10, 11)
y al conseguido tras la utilizacion de de-
tergentes suaves (6) empleados por otros
autores en la purification de FSH. En el
caso de los metodos enzimaticos, debido
a que la contamination enzimatica puede
tener consecuencias en la utilizacion del
preparado en seres humanos y, si se in-
tenta purificar, ademas de no conseguirlo
totalmente, se pierde una buena propor
cion de hormona. En cuanto a los dctcr-
gentes, solo se puede decir que, aparte de
no Hegar a una inactivacion total de la
LH, puede afectar seriamente a la activi
dad biologica del preparado.

En la figure 1 se puede observar como
el tubo 10 contiene solo FSH. resullado
que fuc contrastado por metodos biolo-
gicos _e-inmunoldgicos y con una gran
coincidencia en los rcsultados obtenidos
por ambos metodos. Este tubo contiene.
pucs, una preparation de FSH totalmente
desprovista de sus contaminantes habitua
tes: LH y albumina. los cuales no pu-
dieron ser dctectados. al menus por los
metodos a nuestro alcance.

No se han comprobado las propiedades
del preparado obtenido, aunque se puede
afirmar que su actividad biologica es igual
o ligeramente superior a la que sirvio de
punto de partida (140-200 U.I./mg de
FSH en el CM J y comparable a las otras
preparaciones similares descritas en la li
terature (3, 6, 9, 11). Para el prepara
do C?! los resultados fueron mas va
riables.

Aun nos queda por estudiar si esta
preparation de FSH es la mas idonea
para investigaciones de tipo fisioldgico,
pues uno de los mayores obstaculos para
comprender la fisiologia elemental de la
hormona foliculo estimulante (FSH) es
la gran dificultad encontrada al intentar
separar esta hormona de la LH (11); se
espera que la FSH obtenida por nosotros
sirva para estos fines.

Resumen

Por primera vez se presenta un preparado de
hormona foliculo estimulante hipofisaria total
mente exenta de sus contaminantes habituales:
hormona luteinizante y albumina. La inactiva-
cion de estos contaminantes se consiguio por
mdtodos inmunoldgicos.
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