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INTRODUCCION

En 1949 se sugirié la participacién del hipot4dlamo en la regt
lacién de las funciones adenohipofisiarias (Green y Harris, 1949), -
Posteriormente se encontré que la adenohindfisis de los mamfferos es-
td regulada por el hipotdlamo a través de factores de liberacifn o neu
rohormonas, secretadas POT neuronas pept‘idérgicas {Reichlin, 1973; - -
Blackwell y Guillemin, 1973). A su vez, las neuronas peptidérgicas del
- hipotédlamo- estdn reguladas por neurotransmisores de tal manera que fun - -
cionan como traductores del sistema nervioso al enddcrino (Wurtman, -

1971
Hasta la fecha se han aislado cinco de estos factores:

- Hormona liberadora de la tirotropina, TRH (Schally et al 1966). -

- Hormona liberadora de la hormona luteinizante v folfculo esti-
mulante, LHRH {Matsuo et al, 1971},

- Hormona inhibidora .de 1a liberacidn de la hormona de crecimien
to,‘ SRIF (Brazeau et al, 1973),

- Honﬁona liberadora de corticotropina, CRF (Vale et al, 1981).

; Hormona liberadora de 1a hormona del crecimiento, GRF (Bolhen
et al, 1983), o

Ademds de cumplir su funci6i: hormonal, se han detectado eh"oﬁés-‘ o
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dreas del cerebro donde probablemente tengan actividades neuromodula-
doras .(Jackson, 1978; Barber y Smith, 1980) e incluso, como en el ca-
so de TRH y SRIF, fuera del sistema nervioso central (SNC) (Arimura -
et al, 1975; Jackson y Reichlin, 1977; Morley et al, 1977; Patel y - -
Reichlin, 1978). Por su localizaci6n y la presencia de receptores, asf
como por sus cfectos en el SNC, se ha postulado que estos neuropépti-
dos pueden funcionar, ellos mismos, como neurotransmiscres (Martin et

al, 1975),



CARACTERISTICAS DEL TRH

E1 TRH es un tripéptido que se caracteriza, al igual aue otros
neuropéptidos, por tener bloqueados sus dos extremos, el aminoterminal
debido a la ciclizacién del glutdmico para dar piroglutdmico, y en el
carboxilo terminal, debido a la presencia de una amida (Figura 1A) (Bo

ler et al, 1969; Nair et al, 1970).

- Se ha observado que el TRH produce la secfecién de tirotropina
(TSH) en todas (TSH) en todas las especies de mamiferos ensayados has-
ta la fecha, independientemente de la edad, sexo o via de administra--
cién (Guillemin et al, 1963; Burgus et al, 1970; Bowers et al, 1971).
En ciertas condiciones fisiol6gicas es capaz de causar la liberacién -
de prolactina (Tashj‘i'a‘m et al, 1971; Grosvenor y Mena, 1980) y de hor-
mona de crecimiento (Kato et al, 1975). Hfasta el momento se acepta que
el sitio de regulacién de las hormonas tiroideas es a nivel de adenohi
pbfisis (Blackwell y Guillemin, 1973; Bowers et al, 1978) aunque ambas

homonas son capaces de penetrar en e} SNC (Taurog et al, 1956),

En el cerebro de rata se encuentran aproximadamente 20 pg/mg -

de tejido de TRH, en el parea extrahipotaldmica (tallo cerebral, cere-

belo, diencéfalo, 16bulo olfatoric'y corteza cerebral) y aproximadamen - - '

te 3,800 pg/mg de tejido en el complejo hipotilamo-hipofisiario, dentro

del cual el 95% del TRH se se encuentra en la eminencia media (Winokur
: i
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" FIGURA 1. A.- Estructura del TRH

B.- Estructura de la His-Pro Dicetopiperacina



y Utiger, 1974; Kubek ct al, 1977; Jackson y Reichlin, 1979). Pero,
el TRH también se encuentra ampliamente distribuido, ya que se ha-

1la en tracto digestivo, islotes de péincreas, tracto reproductor y

placenta (aproximadamente 75%). Es importante notar que estos repor
tes estdn hechos en base a radioinmunocensayos y que por lo tanto es
mis correcto hablar de sustancias semejantes al TRH frente al anti-
cuerpo usado para el ensayo. Por medio de criterios cromatogrificos
mis rigurosos se ha podido concluir que en algunos casos la sustan-
cia con inmunoreactividad semejante el TRH no era p-Glu—His-ProNH2

(Youngblood et al, 1978) aunque en otros, se ha verificado que se -

trata de TRH (Spinder y Wurtman, 1980).

El TRH no parece ser sintetizado en el 4rea en que se encuen
tra en mayor concentracién, terminales nerviosas de eminencia media,
(Brdvmstein et al, 1975), Ultimamente se ha observado que la mayoria
. del TRH presente en esta zona es producido por neuronas del nficleo -

paraventricular (Brownstein et al, 1982).

A nivel subcelular el TRH se encuentra en terminaciones ner-
viosas (Hockfelt et al, 1975) en pequefias vesiculas resistentes a con
diciones hipoosméticas (Barnea et al, 1976 y 1978). Postenormente se
ha demostrado que en-algunos casos e1 TRH coexiste en una mlsma neu- ;
rona con otros posibles neurqtransmlsores, como sustancia Py serotonl

‘na (Johanson et al, 1981),



En principio se postulé la existencia de un mecanismo enzim_ﬁ;
tico de biosintesis, semejante al que opera para el glutatién y algu
nos antibi6ticos (Mitnick y Reichlin, 1971 y 1972) pero, posterior-
mente se demostrd la necesidad de nurificar a un grado mayor el TRH
y de hacer otras pruebas para corroborar la identidad del péptido -
(Mc Kelvy, 1974), Siguiendo esta metodologia se 1legd a la conclusién
de que la biosintesis del TRH se ve afectada por la vresencia de inhi
bidores ribosomales (Mc Kelvy et al, 1980) aunque hasta la fecha no

se ha posido caracterizar la molécula precursora.

El TRH es liberado por depolarizacidn dependiente de ca*? en -
sistemas in vitro as! como por neurtransmisores (Warbufg et al, 1977;

Joseph-Bravo et al, 1979a).

Se ha detectado unién especifica del TRH a receptores de célu-
las normales o tumorales de adenohip6fisis (Grant et al, 1972; Hinkle
et al, 1973). A pesa.r de que se sugiri6 aue el AMP ciclico mediaria la
accidn del TRH en la liberacitn de TSH y prolactina (Prl) (Naor et ahl'."
1980) posteriormente se encontrd que se realizaba por un mecanismo in-
* dependiente (Gershengom et al, 1980) probablemente asociado al metabo~
lismo de fosfolfpidos (Sutton y Martin, 1982). Algunas de las caracte-
risticas del receptor. de TRH como: dependencia de temperatura y 15 co&
" versién de las formas de alta y baja afinidad lo asemejan al veceptor

citosélico para el estradiol (Hinkle y Hinsella, 1982). Por otro lado

bl



se ha observado que el TRH es capaz de regular el nlmero de sus recep

tores en adenohipéfi.sis (Hinkle y Tashjian, 1975).

Burt y Snyder (1975) demostraron la existencia de dos tipos de
receptores para el TRH en cerebro: uno de alta afinidad V(SO nM) que se
asemeja al de adenohip6fisis y otro de baja afinidad (5 wM). Posterior
mente se caracterizé yaislé el recentor de alta afinidad (Ogawa et al,
1982) encontrindose que se halla concentrado a nivel subcelular en mem
- branas sindpticas y a nivel regional en el nfcleo accumbens (Burt.y -

Taylor, 1980).

En el SNC el TRH tiene mfiltiples efectos: afecta la excitabili-
dad neuronal (Renaud et al, 1975), altera el efecto de férmacos que ac-
tdan a este nivel, estd involucrado en la regulacién témica (Prange et

al, 1979) y modifica l1a transmisién monoaminérgica (Rastogi et al, 1979},

Debido a sus mGltiples efectos a nivel de SNC y al hecho de en- -
contrarse concentrado a nivel de terminales nerviosas, se ha postulado

ccmo posible neurotransmisor.

Sin embargo, es necesario aclarar que la relevancia del TRH a -
nivel del SNC no es demasiado clara ya que las dosis a las que se ha -
usado el TRH para ver los efectos a este nivel, son muy grandes (mucho

mayores que las usadas para la estimulacién de TSH y Prl). Por lo tan-



to, esas respuestas pueden ser producto de efectos del TRH en sitios
donde normalmente no se encuentra. De cualquier manera es posible que
"esas altas dosis se requieran para superar la gran degradacién que su
fre el TRH cuando se administra en forma parenteral (Prange y Utiger,

1981). y

BExisten muchos criterios para clasificar una sustancia como -
neurotransmisor, aunque &stos fueron establecidos en base al comvorta-
. miento de la acetil colina y no son necesariamente cumplidos por otras
moléculas que también son considerados neurotransmisores. En la tabla
1, se resumen los criterios de Werman (1966) para establecer que una
sustancia se comporta como neurotransmisor. Para el caso del TRH, has-
ta la fecha s6lo podemos asegurar que se cumple el 2do, y 5to, crite-
rio, o sea que el TRI estd presente en terminales nerviosas y es libe
rado por mecanismos especificos. Ya sea que el TPH actle a nivel de -
SNC como neurotransmisor o tenga una funcién pardcrina, rtesulta nece
saria la existencia de un mecanismo de inactivacién. Para neurotrans-
misores se conocen dos mecanismos principales: recaptura y degradacidn,
ya sea en forma aislada o conjunta, v, en algunos casos se suma la di-
fusién. -

P;ra el TRH se ha estudiado la posibilidad de que la recaptura '
sea el mécanismo de inactivacién. Los primeros indican que el TRH no -.

es captado por sinaptosomas de cerebro de rata (Parker et al, 1977).



Sin embargo, estudios posteriores realizados en rebanadas de cerebelo
(Pacheco et al, 1981) y de hipotdlamo (Charli et al 1983) indican aue
hay un proceso de captura, aunque &ste procede a muy baja velocidad -
por lo que es diffcil que explique por si sélo la inactivacién del pép

tido. N

En este trabajo se pretendié caracterizar la ubicacién de las
enzimas que degradan al TRH, para poder definir a posteriori si la - -
inactivacidn del péptido una vez liberado, procede via degradacién en-

zimitica,.
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CRITERIOS PRESINAPTICOS

1,- EXISTENCIA DE UN MECANISMO DE INACTIVACION.
2, - PRESENCIA DE LA SUSTANCIA EN LA TERMINAL NERVIOSA.
3,- PRESENCIA DEL PRECURSOR DEL NEUROTRANSMISOR,

4,- SER SUSCEPTIBLE DE RECOLECCION LUEGO DE LIBERADO.

5.

'

PRESENCIA DE UN MECANISMO DE LIBERACION.
CRITERIOS POSTSINAPTICOS

6.- ACCION IDENTICA: LA APLICACION DE LA SUSTANCIA DEBE TENER LOS MISMOS -
EFECTOS QUE LA ESTIMULACION NERVICSA. -

7.- DEBE PRODUCIR CAMBIOS SEMEJANTES A LOS QUE PRODUCE LA ESTIMULACION
ELECTRICA.

8,- IDENTIDAD FARMACOLOGICA: LOS FARMACOS QUE BLOQUEAN LA ACCION DE LA
SUSTANCIA, DEBEN BLOOUEAR LOS EFECTOS DE
LA ESTIMULACION NERVIOSA.

TABLA 1: CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE NEUROTRANSMISORES
(Werman, 1966). -
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ANTECEDENTES

El TRH es susceptible de rdpida degradacidn cuando se incuba -

con homogenados de cerebro o con suero (Bauer y Lipmann, 1976).

La rdpida degradaci6n del péptido en suero se debe fundamental
mente a la existencia de una piroglutamilaminopeptidasa especifica pa-
* ra el TRH (tiroliberinasa, PM 26,000) (Bauer, 1983). El alto grado de.
especificidad por el sustrato, junto con el hecho de que es regulada
por hormonas tiroideas (Bauer, 1976), sus drdsticos cambios con élterg
ciones en el desarrollo (Neary et al, 1976) y su comportamiento ontogé -
‘nico (Jeffcoate el al, 1983) sostienen la hipGtesis de que esta enzima,

estd controlando la concentracién de TRH que llega a la adenchip6fisis.

Con respecto a la degradacifn del TRH en cerebro, hasta el mo-

mento se han caracterizado dos pasos principales (Figura 2):

1.~ Por una enzima desamidasa soluble (Prasad y Peterkofsky, 1976) carac
terizada actuaﬁnente como una enzima que corta a la derecha del car- -
boxilo de la prolina (post-proline cleavage enzyme, PPCE) (E.C. 3.4.
21.26) de PM 76,000, pH 6ptimo 7.4 a 8.3, pI 4.5 a 4.8, clasificada

como serinproteinasa, que da lugar a TRH &cido (TRHOH) el que es inac SR

tivo y estable a nivel de SNC (Rupnow et al, 1979; Hersh y Mc Kelvy,

1979{ Tate, 1981). Esta enzima es capaz de degradar otros péptidos cg_ ‘
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mo ocitocina, angiotensina I1I, neurotensina, sustancia P, insuliné
B, bradiguinina, LiRH, pero no se encontrd actividad contra mioglo
bina o alb@mina bovina. Estd4 ampliamente distribuida en tejidos -

animales, encontrindose en higado, testiculos, mdsculo esquelético,

cerebro y pulmon .

Por una piroglutamilaminopeptidasa (PGA) soluble (E.C. 3.4.11.8) de

M 26,000, que da lugar a His-ProNH,. Este dipéptido nuede subsecuen

temente, ciclizarse en forma no enzimitica para dar histidil-prolil- ... ' .

dicetopiperacina (His-Pro) (Prasad y Peterkofsky, 1976; Bauer, 1983)
o ser degradada para dar histidil-prolina mediante una enzima que -
corta a la derecha del carboxilo de la prolina sélo en dipéptidos -
(post'pro,line dipeptidylamino peptidase, PPDA), descrita en adenohi
pbfisis y rifibn (Bauer'y Kleinkauf, 1980). Tlambién se puede formar
prolinamida por accién de una histidilprolininidopeptidasa (Matsui
et al, 1979).

Esta PGA requiere de DIT y EDTA péra expresar su actividad, y es in

hibida por agentes bloqueantes de los de los grupos tioles. Es ca-

.paz de actuar sobre otros neuropéptidos naturales: LHRH, neurotensi

na, y gastrina, asf como sobre péntidos sintéticos tales como: p-

. Glu-Ala, p-Glu-His o p-Glu B naftilamida., Usando este sustrato se ha

“demostrado que esta enzima esti ampliamente distribuida en tejidos

animales (Szewzuk y Kwiatowska, 1970).
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Una de las caracteristicas importantes en la degradacién del
TRH por esta Gltima enzima es la formacién de His-Pro-dicetopiperacina,
un metabolito vinculado a muﬁerosas acciones biolégicas a nivel endcri
no y de sistema nervioso central (Peterkofsky et al, 1982) (Figura 1B).
En algwos casos la His-Pro dicetopiperacina es antagonista del TRH -
{termogénesis) (Prasad et al, 1977 y 1978}, pero en otros es un fuerte
agonista (reversi6én de la narcosis et{lica) (Mori et al, 1982). Por - -
otro lado, la His-Pro dicetopiperacina ejerce in vitro un efecto inhibi
torio sobre la liberacién de la prolactina a partir de adenchipbsifis -
(Bauer et al, 1978; Enjalbert, 1979), en forma contraria al TRH (Grosve

nor y Mena, 1980).

Se sabe que el 80% de la actividad degradativa contra TRH en. cg
rebro es soluble (Prasad y Peterkofsky, 1976; Joseph-Bravo et al, 197%b;
Busby et al, 1982}, Tanto la PPCE como la PGA han sido purificadas del
sobrenadante (Prasad y Peterkofsky, 1976; Hersh y Mc Kelvy, 1979; Rupnow
et al, 1979); Bauer y Kleinkauf, 1980), La PGA purifica.dn de fraceién so
luble es nuy sensible a oxidacifn necesitdndose trabajar con protectores
de- los grupos tioles para mantenerla activa (Bauer y Nowak, 1979; Busby
et al, 1982), Este hecho 1a difere.ncia notor!iamente de la enzima andlo-
: gai de suero ya que esta Gltima es inhibida por EDTA y DTT. Sin embargo,
algunos autores sostienen que la PGA cerebral se encuentra sélo_en la -- .
fraccién membranal (Hayes et al, 1979; Griffiths et al, 1980; Greaney

et al, 1980, Es importante recalcar que Griffiths no hace ningin tipo de
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control de contaminantes solubles y, no encuentra la actividad de PGA -
soluble descrita por Bauer (Bauer y Nowak, 1979). No obstante esto po-
dria ser explicado par el hecho de que durante la homogenizacin de te
jido nervioso se forman numerosas vesfculas que pueden atrapar componen
tes solubles quedando de esta manera protegidos de 1a oxidacifn y que -
se expresarian en la fraccién particulada. En el caso de Greaney, donde
si se realizan los controles adecuados de contaminacién por diferentes
fracciones, se encuentra una PGA membranal aunque no se observa la acti
vidad de PGA soluble, pero este autor, al igual que Griffiths, trabaja

sin DTT ni EDTA,

En generai se ha visto que las enzimas degradativas, cuando es-
tan en forma scluble, participan en la degradacién del neurotransmiéor
s61o en forma subsecuente a un proceso de recaptura. En cambio, cuando
"en el espacio sindptico se encuentran enzimas membranales, éstas son -
las responsables de la inactivacién como_ﬁnica forma o conjuntamenie -

con otros mecanismos de inactivacién.

4E5 de hacer notar que existen metaloproteasas a nivel membranal i
de terminales nerviosas vinculadas a mecanismos de neurotransmisién, cu
yas dltimas funciones' se desconocen (De Martino y Criall, 1982; Baxter -
et al, 1983). Por otro lado, se ha repo;‘tado ia existencia de metalopro
teasas especificas, ubicadas en la fraccién membranal, para otros candi
datos a neurotr@smisores: encefalinas (Schwartz et al, 1981), LHRH (El-
kabes et al, 1981), Sustancia P (Lee et al, 1981), y neurotensina (Mc Der

mott et al, 1983).
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ENZIMAS CEREBRALES

p-Glu-His -ProNH2

E E

1 2

His -ProNH2 p-Glu-His-Pro0H

. / ! Es\ B /51/

His-Pro ProNH2 His-Pro

Eq 1‘54
v

Pro His+Pro

ENZIMAS SERICAS

p-Glu-His-ProNH2

Ea
His -ProNl-l2

/\s

His-Pyo His-Pro

Ee

His + Pro

FIGURA 2. Catabolismo del TRH segfin Bauer y Kleinkauf, 1981

Ey: piroglutamilaminopeptidasa, E,: enzima que corta después del car-
x1lo de la prolina PPCEEs: enzima“que corta después del carboxile de
1a prolina en dipeptidos, PPDA, E4: imidodipeptidasa, Es: histidil-pro-
lin imino peptidasa, Eg: iminopeptidasa, Ez: tiroliberinasa, Ey: desa-
midasa, E.: imidodipeptidasa. :
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OBJETIVO

Dada la controversia mencionada en cuanto a la localizacin' de
las enzimas que degradan al TRH, en particular de la PGA, y debido al
_' hecho de 1la potencial importancia de la ubicacién membranal de enzimas
capaces de degradar al TRH, se decidi6 estudiar la degradacidn del pép

tido especialmente a este nivel.

Para caracterizar una enzima como membranal, resulta sumamente
importante evitar la contaminacién soluble o reducirla a un minimo. Es
ta puede ser controlada siguiendd el comportamiento de un marcador (De
Duve, 1963). Trabajando de ésta manera se puede lograr una ubicacién -
mis acertada de las enzimas que intervienen en la degradaciSn y con es
tos datos podemds espécular sobre la importancia fisiol6gica de la de-

~ gradacién. -
En este trabajo se pretendio:

1.- Evaluar la existencia de enzimas. capaces de degradar al TRH en mem
branas totales de cerebro.

2,- Clasificar esta actividad en funcitn del mecanismo de catflisis ‘de
sus centros activos (Barrett, 1980). '

3,-.Comparar esta actividad con la de las enzimas conocidas capaces de
: degradar, al TRH,
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MATERTALES Y METODOS
MATERTALES

Para estos experimentos se usaron ratas macho Wistar (200-300
g) mantenidas en condiciones controladas de luz (10 horas al dfa} y -

alimentadas ad libitum,

El (L-prolina-2,3,4,5-3H) TRH (100 Ci/mmol) se comprsd en New
England Nuclear Co, Boston Ma., el TRH y sus metabolitos, asf como los

andlogos y el LHRH, en los laboratorios Peninsula, San Carlos Ca. Los

demfs reactivos usados a lo largo del estudio fueron adquiridos a Sig-

ma Chemical Co., St. Louis Mo. o a J.T. Baker, México.

Se usaron dos tipos de placas de cromatograffa en capa delgada:
1) de alta resolucién (Whatman UPKF) para la purificacisa de (ISH-Pro) TRH.

2) de Sflica gel G (Merck 5724) para el andlisis de los productos de de
gradacién.

- - También se hicieron cromatografias en papel de fosféto de celu-

losa (lmgman P 81).
Todo el_ material de vidrio y pldstico, usado nara trabajar con '
v(SH-Pro) TRH fue previamente siliconizado (5% de Surfacil-Pierce én acg_ »

tona)., -

3
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PURTFICACION DEL (SH-PRO) TRH

Para los experimentos de degradacién es de suma importancia par
‘tir de un reactivo lo mds puro posible ya que la existencia de un alto
contenido de un metabolito puede llegar a enmascarar su produccidn du-
raﬁte la incubacién, sobre todo si ésta se da en bajos niveles. Por -
otro lado, el TRH es facilmente degradado por bacterias (Szewezuck y Mu
lczyk, 1969) por lo que debe almacenarse en condiciones que prevengan -
la contaminacién. De cualquier manera, previo a los ensayos de degrada-
cién, se purificé al TRH de forma de acarrear la menor cantidad posible

de metabolitos.

En principio, se purific6 el (SH-Pro) TRH siguiendo un procedi-
miento normalizado previamente, sin embargo, se pudo.comprobar que sim-
plificando este método se obtenia (SH-Pro) TRH en una pureza semejante

y, con mejores rendimientos. Se probaron tres métodos.
METODO DE PURIFICACION 1,-

El (3H-Pro) TRH se pasa por una columna de intercambio ibnico -
{SPC 25 Sephadex), se eluye, primero cbn agua y luego con HCL 1IN, se se
can las alfcuotas y las correspondientes al (SH-Pro)TRH'se'crmnat_ogra-

fian en capa delgada de alta resoluci6n en sistema de acetona, agua - -

(80:20) (Sistema I). Se aplica también una muestra de solucién patrfn - -
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de TRH (Rf = 0.40) el que se revela con e} reactivo de Pauli (Dawson
et al, 1978). Se recorta la zona correspondiente del carril del reacti
vo marcado, se extrae dos veces con metanol 90% y se evapora a sequedad.

\

METODO DE ANALISIS

" . Se verifica la nureza del (3H—Pro) TRH asi obtenido, mediante
cromatografia en capa fina en placas de Silica gel G en el sistema: clo
roformo, metanol, hidr6xido de amenio, 125,75,25 (Sistema II) (Rf = 0.67).
Se determina rendimiento y pureza por conteo de centelleo usando la solu-

cién de Bray (Bray, 1970). la eficiencia de conteo encontrada fue de 30%

aproximadamente,

La pureza del (SH-Pro) TRH obtenida siguiendo este método oscild

entre 94 y 96% y el rendimiento entre 60 y 70%,
METODO- DE PURIFICACION 2,-

El (SH-Pro) TRH se pasa por una columna de intercambio iénico -
idem anterior, se eluye primero con agua y luego con NH40H N, Se proce

de en forma aniloga a los métodos previos.

La pureza obtenida siguiendo este método fue de 90-93% y el ren -
dimiento de 45-66%. ‘ ’

ol
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METODO DE' PURIFICACION 3, -

El (SH-Pro) TRH se aplica directamente sobre placa delgada de
alta resolucidn, que se corre en el Sistema II y se procede en forma
aniloga a los casos anteriores.

La pureza obtenida fue de 95% y el rendimiento oscilé entre -

80-854,

La sustitucién del i6n cloruro por el i6n oxhidrilo vol4til -
(Bauer y Kleinkauf, 1980) se usé para mejorar el proceso de secado y
cvitar‘asi pérdidas durante ese proceso, sin embargo, el rendimiento
no se vié seriamente afectado. Por otro lado, al haber suprimido el pa
saje por la columna de intercambio i6nico, no se afectd la pureza fi-
nal, pero sf mejors sensiblemente el rendimiento y el tiempo de 1a pre
paraéién, por lo que se decidié purificar el (SH-Pro) TRH siguiendo -

este Gltimo método,
FUENTES ENZIMATICAS
OBTENCION DE MEMBRANAS PLASWA'I_’ICAS

Los animales se decapitaron y se disecaron sus cerebros, los -

que fueron inmediatamente colocados en solucidn.amortiguadora de Tris 50



nﬁipPl?.é (Amortiguador I) o Tris S50 mM pH 7.4 con DIT 2 nM y EDTA 1 .
mM (Amortiguador II) en frio a 4°C. Se homogenizaron al 10% peso en -
voltmen en dichos amortiguadores usando un homogenizador Potter-Elvehjem,
El pistén del homogenizador ofrecfa una separacién de 0.15 mn con las pa
redes del tubo de vidrio (clearence).

‘ Los homogenados se centrifugaron a 1000 g duraﬂte 15 minutos, la
pastilla asi obtenida se rchomogenizé en la mitad del volfinen original,
y se volvié a centrifugar en las mismas condiciones. Los sobrenadantes
obtenidos en ambas céntrifugaciones se juntaron., Esta fraccidn contiene
los constituyentes celulares solubles mds organelos y membranas, mientras
que en la pastilla quedan principalmente nficleos. Al estar en condiciones
hipoosméticas se previene la formacién de vesiculas que pudieran quedar
en la fraccién soluble, y se rompen vesiculas sensibles a cambios osmSti
cos. Por otro lado se obtienen gran cantidad de hojas y fantasmas membra \

nales (Evans, 1980),

. Los sobrenadantes se centrifugaron a 100,000 g durante 60 minu-
- tos, para precipitar la fracci6n membranal. Los fragmentos largos sedi-
mentan primero, junto con la fracci6n mitocondrial cruda y luego los -
fragmenyos mis pequefios con la fraccién mitocondrial posterior (March-

banks, 1975) y de Duve et al, 1955), - .

Los sobrenadantes de esta centrifugacién constituyen la fraccitn
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soluble usada en los experimentos de degradacién.

La pastilla, se rchomogeniz6 en el amortiguador correspondiente,
se recentrifugé a 100,000 g y por dGltimo se resuspendid en el amortigua

dor, constituyendo lo que se 1lam§ fraccién membranal.
OBTENCION DE SUERO

, Se'deséngré a los animales, la sangre colectada se dej6 reposar -
durante 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormenté se centrifugb
a 3,000 g durante 30 minutos. Luego de la aspiracién y recentrifugacién
del suero, se agregé fluoruro de fenilmetilsulfonile (PMSF) a una concen

~ traci6n final de 1 mM (Bauer y Nowak, 1979). °

El suero asf obtenido, s¢ distribuyd en alicuotas y se almacen6 a

-80°C,
CONDICIONES DE LOS EXPERIMENTOS DE DEGRADACION

‘Las fracciones membranal, soluble y sérica se inéubnron a 37°C

* durante diferentes tiempos con (SH-Pro) TRH purificado (2.10s dpm) en un
voldmen final de 25 ul. La concentracién de proteinas fue; 1'a 2 mg/ml -
para el suero, 0,3 a 1.0 mg/ml para la fraccié_r_x soluble, y 2,5 a 5 mg/ml f

para la fracci6n membranal. Los tiempos de incubacién elegidos fueron: -
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15 minutos para el suero, 30 minutos para la fracci6n soluble, y 60
minutos para la fraccién membranal. Las reacciones fueron frenadas -

por el agregado de dcido acético al 20% (100 ul).

La concentracién de proteinas y los tiempos de incubacién fue.
ron elegidos de tal manera de obtener una cantidad de metabolito sufi-
ciente como para no inducir un gran error en su determinacién y por --
otro lado, permanecer dentro de las condiciones de linearidad para la

desaparicién de TRH,

Por otro lado, es de hacer notar que, en estas condiciones de
incubaci6n el sustrato no se encuentra en condiciones de saturacidén -
(la concentracién final de (SH-Pro) TRH en los experimentos es de 120
mN}, sin embargo repitiendo estos experimentos con uma mayor concentra
" ci6én de TRH frio (10"4M) no se llega a observar la presencia de metabo

litos radioactivos.,

Para la incubaci6n se ensayaron diferentes soluciones amorti-
guadoras: Amortiguador I, Amortiguador II, Tris 50 mM pH'7.4 DIT 2 mM
" (Amortiguador III) y Tris 50 mM pH 7.4 EDTA 1 mM (Amortiguador IV).

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION

v

las suspensiones con dcido acético se centrifugaron-a 1,000 g -
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dufante 30 minutos para separar proteinas y otras macromoléculas, lue
~ go se extrajeron dos veces con éter saturado en agua para eliminar -
los 1ipidos, y por dltimo, se llevaron a 90% vol/vol en metanol. En -
esta solucién el TRH y sus metabolitos son solubles pero precipitan -
todavia algunas proteinas. Luego de separados los precipitados por cen
trifugacién, los sobrenadantes se evaporaron a sequedaa y se resuspen-
| dieron en 10 ul de ngua. Se aplicaron en placas para cromatograffa de
Silica gel G y se corrieron en el Sistema II ascendente por 15 cm, jun
to con los patrones para el TRH y sus metabolitos. Después de secadas

las placas, se revelaron los patrones con el reactivo de Pauli (Dawson

et al, 1978), salvo para la prolina y la prolinamida que no se tifien - .

con este reactivo. Para estos aminodcidos se usé la tincidn con isati-
na (Dawson et al, 1978). Por otro lado, los carriles conteniendo los -
productos de incubacién se recortaron en rectdngulos de 2 cm de ancho
por 1 cm de largo, incluyendose 1 cm por debajo del orfgen. La silica
correspondiente a cada rectingulo se extrajo con 1 ml de mefanol al -
920% y posteriormente’se‘agregé 5 ml de Bray para su conteo por cente-
~ 1leo (Bray, 1970). '
_ Los valores de Rf para los estdndares fueron: Pro: 0.24, His-
Pro: 0.30, TRHOH: 0.54, TRH: 0.67, Pro NH,: 0.80, His-pro: 0.87.

Por otro lédo se hicieron varios controles sobre la naturaleza.
-de las sustancias radioactivas que migran con esos Rf.

En primer lugar, un metabolito posible del TRH, aunque seg(in-
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varios autores de existencia efimera, es el His-pro NHZ. En caso de
existir migrarfia junto con el TRH, en este sistema, y la forma de -
discernir su existencia es sustituir la‘cromatografia en capa delga
da por una cromatografia en papel de fosfato de celulosa ascendente

por 15 cm en 4cido acético 1 M (Sistema IV) (Bauer y Nowak, 1979).

En segundo lugar, se estudi6 la naturaleza de lus sustancias
que comigran con el Rf de Pro o His-pro y ProNH, o His-pro, aque por
ias caracteristicas del procedimiento de andlisis (recorte en rectén-
gulo de 1 cm de alto) pueden quedar incluidas en el mismo frasco. Es-
tos picos se recromatografiaron en placas de Sflica gel G en un segun
do sistema (Sistema III): isopropanol, agua, hidréxido de amonio, 80:
29:1, ascendente por 10 cm. Los valores de Rf en este sistema fueron:

Pro: 0.20, ProNHZ: 0.36, His-pro: 0,58, His-pro: 0.66.
CARACTERIZACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
ESIUDIO DEL EFECTO DE DETERGENTES EN LA fRACCION MEMBRANAL

Se-estudi6 el efecto de algunos detergeﬁtes en concentraciones

tales que: generaran la solubilizacién de las membranas para expresar -

asf la-totalidad de la actividad enzimdtica contra TRH,

Se usaron cuatro sustancias: Tritén X-100 (detergente no ifnico),

!
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Deoxicolato de sodio (sal biliar), CHAPS (detergente combinado de los

del tipo vsulfobetainico y biliar) y Saponinas (sapogenina mds glicona).
Las concentraciones usadas fueron las necesarias para producir el efec
to deseado sin provocar la desnaturalizacién de protefnas (Helenius et

al, 1979; Hjemeland, 1980),

La fraccién membranal fue preincubada 10 minutos con los deter-
gentes a la concentracidn final indicada (Tabla 5), se inicid la reac-

cién por agregado de (3H-Pro) TRH y se procedid como siempre.

REDUCCION DE LA ASOCIACION DE PROTEINAS NO MEMBRANALES A MEMBRANALES
PLASMATICAS.
.
Para la caracterizaci6n de la ubicacién subcelular de las enzi-
‘mas capaces de degradar al TRH (soluble o membranal), resultd de gran -
importancia reducir el pegado de proteinas no membranales a membranas -
plasmiticas, que se nroduce durante la preparacifn de las mismas. Esto
se logra mediante la incubaci6n con altas concentraciones de electroli-

tos, de tal forma de reducir enlaces electrostiticos (Evans, 1980),

‘Las membranas obtenidas segtin lo indicado, fueron rehomogeniza

das en el amortiguador correspondiente con NaCl a una concentracién fi -

-

“nal de 1M j{'recentrifugadas. Posteriommente, las membranas asi trata- .

das, fuei'on lavadas dos veces con amortiguador sin NaCl, para quitar -
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los iones que pudieran haber quedado atrapados, evitando asf la posi-
bilidad de que éstos afecten la actividad de las enzimas que degradan

al TRH.
CLASIFICACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Para la clasificacién de las actividades enzimdticas se usaron
diferentes inhibidores en varias concentraciones, teniendo en cuenta -
el rango usual. Los inhibidores y las concentraciones respectivas se -

especifii:an en la Tabla 7,

La fuente enzimitica se preincubé por 10 minutos con los inhi-
bidores, posteriormente se inicidé la reacci6n afiadiendo (SH-Pro) TRH -
y se procedié como de costumbre,

: ES’IUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE LAS ACTIVIDADES DEGRADATIVAS CONTRA TRH

) Para una ulterior caracterizacitn de estas actividades se estu-
. d16 el efecto de anfilogos del TRH en la degradacidén. En estos ensayos
la ‘reaccién se empezé por agregado simultdneo del sustrato ( H—Pro) TRH
y sus anii‘logos. Los an#logos usados y su concentracién se indican en la
tabla 8 y 9. La concentracién se eligi6 en funcién de los valores:de KM
reportados commmente para peptidasas (10'5 M), pero hasta el momento

se desconoce el KM de 1la PGA de membrana,
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Las mezclas de incubacién se trataron como siempre.
UBICACION REGIONAL DE LA PIROGLUTAMILAMINOPEPTIDASA DE MEMBRANA

Dada la potencial importancia de esta enzima, se estudi6 su -
distribucidn regional. Se eligieron tres zonas a comparar: cerebro, -

hipotdlamo y adenohip6fisis.

Las zonas disecadas se colocaron inmediatamente en el Amorti-

guador I en frio a 4°C y se procedid como de costumbre,
DETERMINACION DE LOS MARCADORES DE LAS PREPARACIONES

A 1o largo de todas las preparaciones, la actividad de la enzi
ma ldctico deshidrogenasa (marcador Citosﬁlico)lfue medida: seglin el mé-

todo de Johnson et al, 1963,

La determinaci6én de proteinas se hizo siguiendo el método de -
Lowry et al, 1951, usando alblmina de suero bovino (fraccién V de Sig-

ma) como patrén.



RESULTADOS
CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION DEL TRH EN MEMBRANAS
TOTALES

Se estudid la degradacion del TRH en la fraccién soluble y mem-

branal de homogenados de cerebro de rata usando diferentes condiciones.

Dada 1la controversia existente en cuanto a la ubicacidn de la -
piroglutamilaminopeptidasa (PGA) cerebral, y teniendo en cuenta que los
articulos en los que defienden que esta enzima es soluble trabajan con
DTT y EDTA, mientras que- aquellos que sostienen que es membranal, no -
usan estos agentes, se decidié estudiar la degradacidn del TRH a nivel

membranal en ambas condiciones.

E1l TRHOH es el principal metabolito, en la fraccién soluble - -
(Figura 3A), pero cuando esta fraccién es incubada en“présencia de DIT
y EDTA a‘parece un pico de His-Pro dicetopiperacina (His-Pro) (Figura -
3C). Esto estd de acuerdo con:lo reportado previamente (Bauer y Nowak,
11979) calificando a la piroglutamilaminopeptidasa presente en esta frac
-¢idn, como una enzima muy sensible a la oxidacién de sus grumos tioles.

En la fracci6n membranal, se detecta TRHOH, His-Pro dicetopipe-

racina e His-Pro (Figura 3B), usando solucién amortiguadora de Tris sin
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FIGURA 3: Patrones de Degradacién del (SH-PTD)TRH en Cerebro de
Rata, observados por Cromatografia en Capa Fina
usando el Sistema I.

Las fracciones soluble y membranal se incubaron a 37°C en diferentes
condlcmnes

A.- fraccmn soluble en solucién amortiguadora I (TTIS 50 mM pH 7.4)
durante 30 minutos.

’B.- fraccién membranal en solucién amortiguadora I (Tris 50 mM pH 7.4)
durante 60 minutos.

C.- fraccién soluble en solucién amortlguadora IT (Tris 50 mM DTT 2 mM
EUTA 1mM pH 7, 4) durante 30 minutos.

D.- fraccién membranal en solucién amortiguadora II (Tus 50 oM DIT 2 mM
" EDTA'1.mM pH 7.4) durante 60 minutos.

El andlisis de los produétos de degradaci6n se hizo segn lo indicado
en Materiales y Métodos.
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DTT.ni EDTA (Amortiguador I). Pero, incubando en presencia de estos
protectores, los niveles de His-Pro dicetopiperacina € His-Pro bajan

notoriamente (Figura 3D),

Se prob6 que la identificaci6én de los metabolitos era correc
ta, ‘utilizando métodos alternativos. Dado que Pro e His-Pro migran -
muy cercanos en este sistema (Sistema II1), se verificé la naturaleza
de la sustancm que migra con ese Rf, por recromatografiado en otra
mezcla de solventes (ver Materiales y Métodos) encontrindose que se. -

trataba esencialmente de His-Pro (Figura 4).

'Derla misma manera se procedié con la sustancia que migra con
el RE de Pro NH, o His-Pro dicetopiperacina. En este caso, se encqntrﬁ
que la sustancia migra dando lugar a un pico ancho en ambos sistemas,
. con un Rf correspondiente al de la His-Pro diceto-piperacina (Figura
5). Esto puede ser debido a la presencia de dos isdmeros de la His-Pro
ditetoi),iperacihq que han sido descritos y separados en condiciones al-
calinas- (Bauer y Kleinkauf, 1980) o0 a una contribucién de Pro NH2 no -

discemible.

Por otro lado, se estudi6 la posibilidad de la existencia de -
His-Prd,NHz que, en el sistema usual, quedarfa enmascarada dentro del
pico i:orreSpondiente al TRH. Para ello, los metabolitos producto de -

degradacién del TRH, se estudiaron por cromatograffa en papel de fosfa
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Verificaci6n de la Naturaleza de la Sustancia que comigra
con un Rf semejante al de Pro e His-Pro en fraccién mem-
branal.

El pico de radioactividad con el Rf de Pro e His-Pro, en
el Sistema II, fue extraido y recromatografiado en el Sis.

. tema III (ver Materlales y Métodos)
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Idem anterior.
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: . en la fraccmn membranal.

Los productos de degradacién del TRH se analizaron por
cramatografia en papel de fosfato de celulosa en el Siste

ma IV (ver Materiales y Métodos).



36,

to de celulosa (ver Materiales y Métodos). No se encontré His-Pro NHZ

en niveles detectables (Figura 6),

De esta forma, podemos concluir, a partir de los datos obteni-
dos, que los metabolitos del TRH producidos a nivel membranal en cere-

bro de rata comigran con; His-Pro, TRHOH e His-Pro dicetopiperacina,
CUANTIFICACION DE 1A ACTIVIDAD ENZIMATICA EN DIFERENTES CONDICIONES

En la tabla 2 se encuentran los valores de actividad enzimdti-
ca capaces de producir metabolitos de TRH en las diferentes condicio-
nes, Se midi6 también, la actividad de Lictico Deshidrogenasa para de
terminar el nivel de contaminacién soluble presente en la fraccién mem
branal. Como se muestra en dicha tabla, el comportamiento de la activi
dad de la Lictico Deshidrogenasa (LDH) es muy semejante al de la acti-
vidad que genera TRHOH en ambos amortiguadores. También la actividad
que genera His-Pro dicetopiperacina, medida en presencia de DTT y EDTA,
muestra un comportamiento de enzima soluble. En todos estos casos se -
observa que en la fraccién membranal, la contuminacién soluble es del
orden de un 105 de la actividad detectada en la fraccién soluble (6 -

" incluso menos).

El comportamiento soluble de la enzima que genera dicetopipera

cina en presencia de DIT y EDTA fue también verificado por J, Miranda



FRACCTON FRACCION FRACCION FRACCION

: SOLUBLE # MEMBRANAL #  R*  SOLUBLE ## . MEMBRANAL #4 ~ R*

;- LACTICO-DEHIDROGE 130 + 15 (14) 15+2(12) MY 151+33(14) - 14+7(14) 9%

1. NASA nmolas/min mg ’
FORMACION DE HIS-PRO 0 (20) 17+ 2 (22) - 0 (10) 341(10) -
_pmolas/min mg ’ ) - : '
FORMACION TRHOH 18+ 11 (19) - 6+ 1(22) 5 77 + 17 (10) 7+1(10) 9%
pmolas/min mg ~

& FORMACION DE HIS-PRO 0  (20) 10 + 2 (20) - e2r14(9) 2+1(12) 3

" Tabla2.Actividad degradativa contra TRH en fracciones de cerebro de rata.

t¢- -.Las fracciones soluble y membranal fueron obtenidas e incubadas en la soluci6n amortiguadora I _
..o (Tris 50 mM pH 7.4) # 6 en la solucién amortiguadora II (Tris 50 mM DTT 2 mM EDTA 1 mM pH 7.4)#4,
"con 2do-5dpm de (3H-Pro)TRM. Los productos de degradacién se analizaron por cromatografia en
capa fina como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados expresan-la actividad especifica
- como la media * la desviacién estdndar. El nlmero de determinaciones se indica entre paréntesis.

Y
R es la relaci6n de actividades especificas membranal sobre soluble.
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trabajando con un sustrato sintético: p-Glu B naftilamida (Garat et al,

1984).

El efecto iphibitorio de la ausencia de DTT y EDTA en la prepa
racién enzimftica sobre la actividad de la PGA soluble es revertido -
completamente si se agregan estos agentes en ¢l momento de la incubacién

(Tabla 3).

Se estudié el efecto de adicionar en forma independiente DIT o
EDTA (Tabla 4). Se encontrdé que en las concentraciones usadas’ no afectan
la actividad que geneia TRHOH. Pero, se requieren ambos factores, para -
que se exprese.la mixima actividad de PGA soluble. Sin embargo, ambos -
y también en forma independiente, inhiben cosiderablemente la actividad
de 1a'PGA que se manifiesta en la fraccién membranal. Ademds estos facto
res afectan la produccién de His-Pro pero ésto serd discutido mis adelan
te.

' 4

Con estos datos se concluyd que la enzima que genera TRHOH es una
enzima soluble y ;1ue la PGA con grupos ticles sensibles, también es solu
ble, En cambio, como se muestra en la figura 3 y en la tabla 2, en ausen
cia de DTT y EDTA se observa una actividad que genera dicetopieracina en
1a fraccién membranal, mientras que, en la soluble, no se encuentran ni-
veles detectables, Este aumento de actividad no se correlaciona con un -

aumento de actividad de las otras enzimas (LDH y la que forma TRHOH) , de



FORMACION DE TRIOH* . TORMACION DI UIS-PRO* FORMACION DE HIS-PRO*

F. SOLUBLE  F. MEMBRANAL F. SOLUBLE ~ F. MEMBRANAL F. SOLUBLE  F. MEMBRANAL
~ CONDICION 1. 114,0 6.6 0 19.8 ~ 0 i,
CONDICION 2. 103.2 9.6 0 28.8 68,4 e

CONDICION 3. 96.0 5.7 0 17.1 48.0 ol
Tabla 3. Lfecto activador de los protectores DTT y EDTA sobre la actividad de PGA soluble

Las fracciones soluble y membranal fueron obtenidas e incubadas segn lo indicado en Materiales y
Métados en cada una de las tres condiciones:
CONDICION 1, Obtencidn e incubacién en la solucifn amortiguadora 1 (Tris 50 mM pH 7.4) o

CONDICION 2. Obtencién en el amortiguador I (Tris 50 mM pH 7.4) e incubacidn en el amortiguador II ;
(Tris 50 nM DTT 2 mM EDTA 1 mM pH 7.4), .‘

CONDICION 3. Obtencién e incubacién en la solucidn amortiguadora II (Tris 50 mM DTT 2 mM EDTA
1 M pH 7.4)

*
Actividad especifica cxpresada en picomolas/min mg.

Se indica el promedio de dos determinaciones, los datos presentan un error de 10% aproximadamente.




-7 M&todos en cada una de las cuatro condiciones:

FORMACION DE TRIIOH FORMACION DE HIS-PRO* . FORMACION DE HIS-PRO® =
F. SOLUBLE  F. MIMBRANAL F. SOLUBLE  F. MEMBRANAL F, SOLUBLE  F. MEMBRANAL -

S CONDICION 1. - 117.+ 15 742 0 21 +.2 0 e

comrcos 2. 101 430 54 o 1 21410 2 +1
comICIONs. 122+ 13 541 0 742 B9 4”
CONDICION 4, 125 + 17 5+ 2 | 0 . , & + 15 11 s

Tabla 4, Efecto de la presencia de DIT y EDTA en las soluciones amortiguadoras de incubacién ;

‘Las fracciones soluble y membranal fueron obtenidas e incubadas segin o indicado en Materiales y’

'CONDICION 1. Obtencién e incubacién en el amortiguador 1 (Tris 50 mM pH 7.4)

" CONDICION 2, Obtencién e incubacién en el amortiguador IV (Tris 50 mM EDTA 1 nM pH 7.4)

,‘CONDICION 3. QObtencidén e incubacidn en el amortiguador III (Tris 50 wM DTT 2 wM vH 7.4) 7
CQNDICION 4, Obtencidn e incubacidn en el -amortiguador II (Tris 50 M EDTA 1 mM DIT 2 mM pH 7.4) .

. Actividad especifica expresada en pmolas/min mg,

Se indica 1a media y desviacién estdndar de 4 determinaciones
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tal forma que no bugde ser atribuido a la ruptura de algin tipo de ve
sfculas osmoticamente resistentes. La actividad encontrada en membra-
nas, tampoco puede ser considerada contaminaci6n soluble debido a la
diferencia de comportamientos entre la actividad de PGA soluble y membra

nal.

Por lo tanto, parece existir otra enzima PGA, con un comporta-
miento membranal, carente de grupos tioles sensibles a oxidacién e -inhi-

bida por DIT y EDTA.
ESTUDIO DEL EFECTO DE DETERGENTES. EN LA FRACCION MEMBRANAL

N Los exﬁerimentos anteriores indican la existencia de una PGA mem
‘branal diferente a la PGA soluble. Sin embargo, esta actividad de PGA- -
membranal es muy pequefia comparada con las otras actividades degradativas
contra el TRH, Esto puede ser debido a que la PGA membranal se encontrara
en vesiculas osmoticamente resistentes, y en nuestras condiciones, no se

_estarfa expresando toda su actividad enzimdtica. Por ésto, se decidi6 es
tudiér el efecto de algunos detergentes en condiciones tales que produje
ran la solubll].zac16n de las nembranas Se usaron varios detergentes ya
que no ex1ste nmguno que pueda ser designado como el mis efectivo, de --

‘hecho, ‘el detergente Gptimo para una proteina membranal debe ser. encontrg .

. do empiricamente, . ' ' o




FORMACION DE HIS-PRO

pmolas/min mg

2.~

FORMACION DE HIS-PRO

pmolas/min mg

CONTROL 20.0 + 1.6 (4) 3.2+ 0.8 (4)
TRITON 0. 14 16.8 + 0.8 (4) 3.2 + 0.8 (4)
DOC 0.1 4.0 + 0.8 (4) 2.4 % 0.8 (4)
CHAPS 10 14.4 + 1.6 (4) 3.2+ 0.8 (4)
Saponings 0.1 17.6 + 3.2 (8) 4.0 + 0.8 (4).

Tabla §. -Efecto de defergentes en la actividad degradativa
) a nivel membranal

Las muestras se preincubaron durante 10 minutos con cada detergente
(en 1a tabla se indica 1a concentraci6n final respectiva) luego se
agregb el (3H-Pro)TRI, v se procedié seglin lo indicado en Materiales
y Métodos. Los datos expresan la media + la desviaciSn esténdar.

El ntmero de determinaciones se 1nd1ca entre paréntesis.

‘
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Como se muestra en la tabla 5, en ninguno de los casos ensayu
dos, se obtuvo un aumento significativo en la actividad degradativa,
Es mis, cuando sc usa deoxicolato de Na (DOC) hay una disminucidn en
la actividad que forma His-Pro dicetopiperacina, y ésta es mis signifi
cativa para la actividad que genera His-Pro. Es importante notar que -
el DOC es capaz de unirse a iones divalentes como ca*? y hg+2 y de es-
ta forma puede tener un papel semejante al del EDTA. Estos resultados
son, en ese sentido, concordantes con los obtenidos en las tablas 2y

4,

REDUCCION DE LA ASOCCIACION DE PROTEINAS NO MEMBRANALES A MEMBRANAS
PLASMATICAS

Las caracterfsticas encontradas hasta el momento hacen a la PGA de mem
branas muy semejante a la enzima de suero encontrada por Bauer (Bauer
y Nowak, 1979) y capaz de cortar al TRH en forma muy especifica a nivel

del residuo piroglutamilo.

-Por otro lado, se ha reconocido que la actividad enzimdtica de

suero y la asociada a vasos sangufneds, se encuentra en muchos casos .
‘confaminando las preparaciones cerebrales (Shaw y Cook, 1978). Por lo
tanto, resultS necesario estudiar si la actividad de PGA'de.la‘fraccién .

membranal se encontraba en forma constitutiva o asociada.



FRACCION MEMBRANAL FRACCION MEMBRANAL ot DESAPARICION B
CONTROL © LAVADO - DEACT IVIDAD

.\
Rt

LACTICO DESHIDROGENASA 13,0 # 3.0 (4) 7.0 + 3,0 (4) g6
* . (nmolas/min mg) ' ' R

FORMACION DE HIS-PRO 13.5 + 4,5 (4) . 20,7 +9.0 (3) .

(pmolas/min mg) - L : ,
. TORMACION DE TRHOII T 42+0.6 (4) 1.8 £ 0.6 (4) s S
gg= - (pmolas/min mg) : . ‘. »
¥ . FORMACION DE HIS-PRO 4.5 + 2,7 (4) 7.2 44,5 (4) ' Sy

(pmolas/min mg)
Tabla 6. Efecto del lavado de la fraccifn membranal con NaCl 1 N.

La fraccién membrananl se dividi6 en dos alfcuotas: una se rehomogenizé en el amortiguador I conteniendo. '
NaCl (concentraci6n final IN) segin se indica en Materiales y Métodos, la otra se tratd como de.costum-
bre. Los resultados se expresan como actividad especifica media + desviacién estfndar, el nimero de deter
minaciones se indica entre paréntesis,

Se hizo 1a prueba t para diferencia de medias y se encontré que las diferencias de medias entre control

y ‘lavado para la formacién de His-Pro y de His-Pro, no es 51gn1f1cat1va mientras que sf lo es para la -
lécnco deshidrogenasa 'y para 1a formacién de TRHOH con P < 0.05. oo [
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Se observd que esta actividad no se encuentra unida a membranas
mediante enlaces electrostdticos ya que es resistente a los lavados con
" NaCl, de la misma forma que la actividad que genera His-Pro (Tabla 6).
La actividad del marcador citoplasmitico: LDH, asi como la actividad -
que genera TRHOH, reconocida como enzima soluble, después del tratamien
to, son reducidas en un 50% aproximadamente, mostrando un comportamien-

b,
to completamente difcrente al de las dos enzimas anteriores.

Estos resultados sugieren que la actividad de PGA membranal,: no

proviene de contaminaci6n sérica,
CLASIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE PIROGLUTAMILAMINOPEPTIDASA MEMBRANAL

Se tratd de estudiar algunas caracteristicas de la PGA membranal
y compararla con las actividades enzimiticas semejantes de la fraccifn -

soluble y sérica,

(ot Se prepard suero y se estudid el patr6n de degradacién del TRH

(Flirgur‘d~7-).j Se encontrd que en las condiciones del ensayo, el metabolito
mésb importante comigra con la His-Pro dicetopiperacina y que existe un -
pico menor de prolina. Estos datos estdn de acuerdo con lo reportado pre
viémente (Béuér y Nowak, 1979). El hecho de haber encontrado prolina sig
nifica que no hemos irhibido completamente la actividad de imidopentida-

sa presente -en suero, De cualquier manera, esta formacién de prolina pro
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~ FIGURA 7. Patrén de Pegradacisn del TRH al ser incubado con Suero,

-El ( H Pro)TRH se incubé con la fraccién sérica durante
; 15 minutos en la solucién 1mort1guadora I, segln se 1nd1
S calen Materlales Y Métodos, :



CONTROL, 100 + 100 + 5 100 + 20 100 +

FRACCION SOLUBLE FRACCION MIRMBRANAL FRACCION SERICA
FORM. TRHOII FORM, HIS-PRO FORM, HIS-PRO FORM. HIS-PRO FORM. PRO FORM. HIS-PRO

+5 100 + 18 100 + 22
© EDIAO.SmM - n.m. n.m, 100 + 6 75 + 7 54 4 18 94 + 30, -
. EGTA0.5mM n.m. nmo . 80 + 8 67 + 7 61 +5 148 + 15
C1-10F. 0.5m4  num. n.m, 64 + 5 3347 0 646
DIT 5.0 mM 98 + 10 118 + 5 B4 3B 56 + 10 93+ 18 .
0 DIT 0.5 M n.m. n.m. 84 + 28 50 + 20 102 + 2 98 +12, ¢
IA 5.0 nM ©30+20 0 76 + 2 100 + 25 118 + 4 126 + 40
IA 0.5 mM 270 + 20 0 40 + 10° 73 + 20 102 +20 143+ 30
* MMSF 2.5 M 3+2 128+ 44 10 + 10 150 + 25 190 + 10 146 + 24
PMSF 0.5 nM 100 +15 124 + 15 135 + 10 12 + 12 n.m, n.m,.
~ Bac. 10.0 M 20 +5 40 + 10 0 140 + 12 0 82+ 29
Bac. 2.5 mM 30 +5 126 + 10 0 300 + 12 n.m. n.m..
Bac. 0.5mM 3745 147 + 10 0 325 + 25 0 365 * 90
(LT, 10,000 U/ml 21 +6 150 + 5 100 + 5 100 + 7 175 + 10 131+ 10
LT. 1,000 Uml 95+ 5 110 + 15 108 + 5 9247 167 + 5 141+ 22

- Tabla 7, Efecto de diferentes inhibidores sobre las actividades enzimdticas contra TRH de cerebro y
de suero

Las preparaciones enzimiticas se prexncubaron durante 10 minutos con cada inhibidor (en la tabla se indica la concen

tracibn final respectiva) luego, se agregb el (SH-Pro)TRH. La fraccién soluble se incubd en el amortiguador II (Tris

SO mM DIT 2 mM EDTA 1. mM pH 7.4) durante 30 minutos, la membranal en el amortiguador I (Tris 50 mM pH 7.4) durante -

.60 minutos y la sérica en el amortiguador I (Tris 50 mM pH 7.4) durante 15 minutos. Se procedid segln lo indicado en -

Materiales y Métodos. Se hicieron 4 determinaciones en cada caso. Los datos indican la media + la desviaci6n estﬁndar.

" Los resultados se expresan como porcentajes de la actividad especifica del control. n.m. = no medido.

.h“
N S
“y
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viene de una subsccuente degradacién de His-Pro NHZ por lo que la ac
tividad total de PGA debe ser considerada como la suma de la forma-

cién de ambos metabolitos.

La clasificacién de las proteinasas se hace en funcién del me
'canismo catalitico de sus centros activos, y esto se estudia mediante
¢l uso de inhibidores (Barrett, 1975),

En la tabla 7 se indican los inhibidores usados asi como su -
concentracion. _

. Los cuatro primeros inhibidores sefialados: EDTA, EGTA, 1;10 -
fenantrolina 1-10 F y DIT son agentes quelantes de metales, indicados
para la cafacterizacién de metaloproteasas (E.C. 3.4.24); Como se indi
ca en dicha tabla, estos cuatro factores producen una inhibici6n en la
actividad de PGA membranal que oscila entre un 25 y un 65%, y que, co-
rrelaciona con una inhibicién de la act1v1dad que genera His- Pro (en-
tre un 15y un 60% de inhibicién). A nivel soluble no fue medido el -

- efecto de estas sustancias, pero para el andlisis remitimos a las ta-
blas 2 y 4, en donde queda claro que el efecto es opuesto, para el ca-

. s0.de la -PGA, produciéndose una act1vac16n enzimdtica, Para el caso de
la-enzima que genera TRHOH, “hemos visto que estos agentes no afectan -
la actividad enzimitica a nivel soluble y, como se mencien6, hemos con
cluido que la actividad encontrada a nivel membranal es simplemente -

contaminaci6n soluble. Por otro lado, resulta que a nivel sérico, los
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quelantes usados en las concentraciones indicadas, no afectan signifi
cativamente la formaci6n de dicetopiperacina, a excepcién de 1la 1-10 F,
con la que se encuentra una inhibicidn completa. Por otra parte, estos
factores afectan la produccién de prolina (inhibicién de 50% aproxima-
damente) de donde deducimos indirectamente que estin afectando a la -
PGA. La PGA sérica ha sido clasificada comometaloproteasa (Bauer, 1983).
Con estos datos resulta que la PGA de membranas, al igual que la sérica,

'se comporta como una metalproteinasa,

La iodoacetamida (IA) es un agente alquilante que actda a nivel
de los-grupos sulfhidrilos y se usa para caracterizar las tiolproteina-
sas (E.C. 3.4.22). Ma sido usada para inhibir la PGA soluble, sobre la
que pfoduce una inhibicién completa (Tabla 7) (Bauer y Kleinkauf, 1980).
A la concentracion de 0.5 mM se observa una correlativa activacitn de la
enzima que genera TRHOH (PPCE). Esto puede ser explicado debido al aumen
to en la disponibilidad de sustrato por la enzima (Bauer y Kleinkauf, -
1981). Sin embargo, a una concentracién mayor, produce una inhibicién de
eéta enzima (PPCE), lo cual puede ser explicado en funcién de que recien
temente se ha reconocido que se encuentran grupos sulfhidriles vincula-
dos al sitio activo de la enzima, a vesar de que &sta haya sido clasifi-
.cada_como una serinprotéinasa (Bauer, 1983). Por otra parte, la JAno pa
rece ejercer un efecto significativo sobre las actividades de PGA mﬁbrg

nal'y sérica.
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El fluofuro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) reacciona con los -
grupos oxhidrilos, uséndosc, por lo tanto, para clasificar las serin-
proteinasas (E.C. 3.4,21), Esta molécula a concentracién de 2,5 mM -
tiene un efecto inhibitoric sobre la PPCE, la que ya ha sido clasifi
" cada como serinproteinasa (Koida y Walter, 1976), aunque, en forma -
concordante con lo reportado previamente es incapaz de actuar inhi-
biendo a esta enzima, Se observa ademds, que no inhibe las demis acti
bvidades enzimiticas. | '

También se chservé que la bacitracina es capaz de inhibir la
actividad de la PPCE, como ha sido reportado previamente (Mc Kelvy, -

1976) . E1 aumento de actividad de PGA, puede ser explicado de la misma
fonha que para el caso de la IA, por la existencia relativa de mayor -
covnc‘entracién de sustrato. Sin embargo, es de hacer notar que la acti- 7
vidad que genera His-pro en la fraccién membranal, asi como la que ge-
nera Proen la sérica, se encuentran completarente inhibidas, al mismo
tiempo que la cantidad de dicetopiperaci.na se halla notoriamente incre

‘mentada . en’ ambos casos.

Se ensay6 también el efecto del inhibidor de la tripsina de -
pancreas bovino, no encontrdndose efecto inhibitorio para ninguna de -

las actividades degradativas contra TRH.

‘ A partir de esta tabla (Tabla 7} se deduce que la PGA de mem-
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brana se comporta como una metalproteinasa similar a la sérica. La
magnitud de las inhibiciones de los quelantes de metales es diferente
para cada enzima. Esta variacidn puede ser atribuida a la existencia
de dos enzimas distintas o a la existencia de una enzima Gnica locali
~zada en dos lugares, ya éuc las diferentes caracteristicas, componen-
tes y concentracién de la fraccién membranal y sérica pueden promover

una proteccin diferenciala las enzimas,
ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE LA ACTIVIDAD DE PIROGLUTAMILAMINOPEETIDASA

Con'objeto de estudiar 1a especificidad de la PGA membranal, se
investig6 el efecto de andlogos de TRH (Tabla 8). Andlogos tales como -
TRHOH, MeHisTRH y LHRH son capaces de competir con las actividades de
PGA en los tres casos. Sin embargo, hay que hacer notar que por las ca-
racterfsticas del ensayo, s6lo sabemos si estas moléculas compiten o no
por la uni6n al sitio activo, pero no sabemos si son pasibles de ser dg
gradadas. Por otro lado, de acuerdo a lo reportado previamente (Béuer -
y Nowak, 1979) la enzima de sﬁero es incapaz de reconocer al sustrato -

: sintético p-gluBnaftilamida y tampoco lo es la PGA de membrana (Tabla 8),

En la tabla 9 se muestra el efecto de péptidos sintéticos con es
tructura semejante al TRH. En contraste con lo repertado para la PGA so--'
“1luble que es capaz de reconocer cualquier sustrato que tenga el grupo p--

glutamilo en su extremo amino terminal (Busby et al, 1982; Bauer, 1983),



FRACCION . . FRACCION MEMBRANAL ' FRACCION SERICA

SOLUBLE ‘ .
FORM. HIS-PRO FORM. HIS-PRO.  FORM. WIS-PRO . FROM.PRO  FORM. HISPRO

CON’[‘ROL | 0022 100 + 25 100 + 7 100 + 2 y

TRH i L 23+5 18+5 15 +10 . . o

'1'1#10H ' 641 0 0+5 2w s
V(Mems)'rmx o 16 + 10 100 1 35 70 + 15 - W +5 o 50117
ﬁ@ R umu 6;6 +13 60 + 25 60 +10 27 1“6 ; 33 _+_.z7"
(:  pglu naftilani §+2 : 150 + 25 100 + 30 00+ 10 11;133':

p-glu naftilamida

Tabla 8. Efecto de andlogos del TRH sobre las actividades de piroglﬁtamilaminopeptidésm

cerebral y sérica.

Las preparacwnes enzimiticas fueron incubadas con cada competzdor (concentracién final 10 4M)
y- (3H-Pro)TRH. El andlisis de los productos de degradacién - obtenidos:~ se hizo segim lo indi

- cado en Materiales y Métodos. Se hicieron dos determinaciones para cada caso, se indica media™
y dispers16n Los resultados se expresan como porcentajes de la actividad especifu:a del con-
tro




FORMACION DE HIS-PRO

CONTROL 100 + 7

. TRH 30 + 10
Glu-TRH | 130 + 30

p-Glu-His-Gli 110 + 10
'p;Glu—His-GliNHz 100 + 10

100 + 10

p-Glu-His-Pro-GLiNK,

- Tabla 9. Estudio de especificidad de la piroglutamila-

mino peptidasa membranal

Las preparaciones enzimiticas fueron incubadas con cada competidor
".’(concentracién final 5 10-5M) y (3H-Pro)TRH. El andlisis de los - = -
- productos de degradacién se hizo segln lo indicado en Materiales

¥ Métodos. Se hicieron dos determinaciones para cada caso, se indi
vca la media y la dispersién. Los resultados se expresan. como por-

centaje de la actividad especifica del control,

'
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las moléculas ensayadas no tuvieron ningtn efecto en la actividad de -

PGA membranal.

Estos resultados muestran que la PGA encontrada en la fraccién

membranal posee un mayor grado de especificidad que la enzima soluble.
ORIGEN- DEL METABOLITO HIS-PRO

Como se indica en las figuras 3y 4, y en las tablas 28 9, en
© las incubaciones de la fraccifn membranal se produce otro metabolito:
His-Pro. Este se encuentra en alta cantidad cuando se usa la solucién
de Triskque cérece de DTT y EDTA (Tabla 2) y parece ser debido a una en
zima de membrana ya que no se modifica su actividad después del lavado
‘de las membranas con NaCl (Tabla 6). Resulta imposible que provenga de
la accidn de una Gnica enzima actuando sobre el TRH. Por otro lado, a
partir de‘las figuras 8 y 9 se puede ver que alin a tiempos y concentra-
cione§ de proteinas.muy pequefias se obtiene una grifica curva en lugar
de la produccién lineal del metabolito. Esto estd de acuerdo con el he-
’cho de que 1a enzima que produce His-Pro tiene una cantidad variable de
'éuétratq que va, aumentando con el tiempo o con la concentracién de pro-

tefnas, a medida que progresa la reaccién previa.

~ Este metabolito puede provenir por dos caminos diferentes (Figu

: ré 2). -
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La fraccidn membranal se incub6 durante 60 minutos en la.
solucién amortiguadora I. Se muestra la aparicién de los
diferentes metabolitos correlacionada con la cantidad de
protefna usada en la incubacién. Los puntos indican pro-
medio de duplicados. g
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FIGURA 9. La-fraccién membranal (4.2 mg/ml) se incub6 durante dife
“. “rentes tiempos en solucién amortiguadora I. Los puntos - -
indican promedio de duplicados. :
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1.- Acci6n de una PGA sobre el TRHOH
2,- Accibn de una dipeptidildesamidasa (PPDA) sobre el ilis-Pro NH,, an
tes de que éste se ciclice para dar His-Pro dicetopiperacina (Ba-

uer y Kleinkauf, 1980).

El primer camino parece poco probable, ya que los niveles de -
TRHCOH en membrana son bajos, porque la enzima que lo produce se encuen-
tra s6lo como contaminante, Sin embargo, es importante notar cue la - -
PGA de membrana parece ser capaz de unirse al TRHOH y es posible que -
pueda’ actuar sobre éste para dar p-Glu y I-lis-'Pro, aunque existen repor-

tes que califican al TRHOH como muy estable (Emerson et al, 1980).

El segundo camino parece mds probable ya que por los resultados
vistos hasta el momento, la formacidn de His-Pro sigue el commortamien-
to de la formacién de His-Pro dicetopiperacina (Tablas 2 y Ny se justi
ficarian ademfs, los resultados encontrados para el inhibidor bacitraci

na (Tabla 7).

La PPCE y la PPDA, son muy semejantes en propiedades y sensibi- .
lidad a los inhibidores (Yoshimoto et al, 1978) y.a partir de los resul
tados encontrados, parecc ser que comparten la sensibilidad por la baci;
tracina. Al estar inhibida la PPDA, el His-Pro N, pasa en forma .espbnté_
nea y no enzimiticamente a dicetopiperacina Gnicamente. De esta manera -

se entiende que los niveles de dicetopiperacina estén fuertemente incre-



mentados cuando 1la PPDA estd inhibida.

Por otro lado, en los experimentos de lavados de membranas -
(Tabla 6), se observa que la produccién de His-Pro permanece constan
te, Si éste proviniera del TRHOH debiera ocurrir una disminucién sig

nificativa atn cuando la enzima fuera membranal.

Cuando se necesite medir la actividad de PGA en diferentes -
condiciones fisiolégicas, resultard aconsejable inhibir la PPDA, y -

el inhibidor adecuado parece ser la bacitracina,

Es necesario aclarar que, para el anilisis de estos experimen
tos, se tom6 como actividad de PGA la aparicién de His-Pro dicetopipe
racina, pero como se deduce del anidlisis anterior, ésto no es vilido
ya que la actividad de PGA produce His-Pro NHZ y este metabolitg‘en -

nuestras condiciones sufre dos metabolismos diferentes:

1.- en forma no enzimdtica se cicliza para dar His-Pro dicetopiperacina,

2.- por accién de la PPDA pasa a dar His-Prot . -

En la mayorfa de los casos la produccién de His-Pro es mfnima
y por lo tanto, el error introducido también lo es, aunque, para ‘eljcaso__
que mds nos interesa (Amortiguador I), la actividad de PGA, se encuentra

seriamente subvaluada. Adn asf, ésta es la condicifn en la que se obser-
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va el valor mis alto de actividad.
UBICACION REGIONAL DE LA PIROGLUTAMILAMINOPEPTIDASA MEMBRANAL

Se compararon los niveles de degradacién obtenidos en cerebro
con los encoqtrados en hipotdlamo y adenchipdfisis. Se eligieron es-
tas regiones porque tienmen un alto contenido en TRH (Jackson y Reich-
lin, 1979). Por otro lado, el TRH estd involucrado en la liberacitn -
de prolactina a partir de adenohipéfisis (Grosvenor y Mena, 1980) y -
la His-Pro dicetopieracina ejerce in vitro un efecto inhibitorio (Ba-
ver et al, 1978; Enjzllbcrt et al, 1979). Por lo tanto, nos resultd in -
teresante cstudiar la distribucién de la PGA membranal en adenchipéfi

sis como posible fuente de His-Pro dicetopieracina.

. En la tabla 10, se observa que el nivel en la formacién de di-
cetopiperacina en hipotdlamo es muy semejante al de cerebro, aunque se
ve una reduccién en el nivel de formacidn de His-Pro. En términos gene-
rales, la degradacién de adenohipGfisis es menor que la observada para
cerebro e hipotdlamo, hecho que coincide con reportes previos (Loudes

et al, 1978}, Sin embargo, no parece haber correlacién entre los nive-

les de sustrato o metabolito y niveles de actividad de la enzima (Tabla . '

11). De cualquier manera es probable que una gran parte de la His-Pro - =
dicetopiperacina presente en adenchip6fisis provenga de 1a accién de 1a

PGA sérica a nivel de sistema porta hipotdlamo-hipofisiario.



FORMACION DE HIS-PRO FORMACION DE TRHOH FORMACION DE HIS-PRO

pmolas/min mg pmolas/min mg pmolas/min mg’
@ENmtleISIS . 3.6 +0.6 (4) 3.0 + 0.6 (4) 4.8 1'1.2 (4)..
HIPOTALAMO A 7.2 + 4,2 (10) 5.4 +.1.8 (1) 12.0 + 5..4 )(10) “
\ CEREBRO 17.1 + 1,8 (22) 6.0 + 1.2 (22) 9.9 + 1.8 (20)

Tabla 10, Comparaci6n de los niveles degradativos membranales a nivel de

adenohipéfisis, hipotdlamo y cerebro.

'Las preparaciones membranales se h1c1eron como de costumbre en la solucién amortiguadora I
se procedi6 segln lo indicado en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como-ac-

T tividad especifica media + desviacién estdndar. El nlmero de determinaciones se 1nd1ca en-
5§00 tre paréntesis.
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- TRH¥ HIS-PRO PGA memb. - #
pmolas/org pmolas/org. pmolas/min org.
ADENOHIPOFISIS = 1.16 10.30 - . 19,15

HIPOTALAMO 79.42 82.61 99.84

Tabla 11. Niveles de TRH, His-Pro Dicetopiperacina y
Piroglutamil aminopeptidasa membranal

‘ N ' .
Datos tomados de Peterkofsky et al, 1982.

# Se consider6 que la actividad de PGA es equivalente a la suma
-de la formacion de dicetopiperacina y de His-pro.
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DISCUSION

A pesar de que un neuropéptido activo puede ser degradado por
muchas peptidasas, lo importante es establecer cufl juega un papel re
gulatorio enela inactivacién, es decir, aquella que tiene relevancia

fisiol6gica.

Desde hace mucho tiempo se sabe que existen peptidasas capaces
de actuar contra el TRH en suero y cerebro (Bauer y Lipmann, 1976),
Se ha encontrado ademis que la mayor parte de esta actividad es solu-
ble (80-90%) (Prasad y Peterkofsky, 1976; Joséph-Bravo et al, 1979, -
Busby et al, 1982). Pero, a pesar de que las enzimas soluble muestran
un cierto grado de especificidad hacia el sustrato, su accesibilidad

cuestiona su importancia fisioldgica.

Para que las enzimas solubies tengan relevancia en este sentido,
una vei que e.I TRH sea liberado al espacio sindptico debe existir, o bien,
una liberacién concomitante de estas enzimas, o bien &stas deben actuar |
) luegolde un proceso de captura. El TRH puede ser recaptado en rebanadas
de cerebelo (Pacheco ét al, 1981} o de hipotdlamo (Charli 'et al, 1983).
Sin embargok, la velocidad mixima de este fenbmeno es baja, por lo que la
‘ .recéptura no puede explicar por si sola la inactivacién del péptido. Por. S
otro lado, es importante hacer notar que ninguna de estas dos enzimas - '

muestran un patrén ontogénico semejante -a los de las peptidasas cldsicas"

.,
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(Faivre-Bauwnann et al, 1981), ni son tejido especificas (Bauer, 1983}.

En base a lo anterior, la presencia de una enzima especifica
en la Vfraccién membranal de cerebro; resultarfa muy importante. Ade-
mds, se ha comprobado que para otros neuropéptidos como: encefalinas
(Schwartz et al, 1981}, URH (Elkabes et al, 1981), sustancia P (Lee
et al, 1981) y neurotensina (Mc Dermott et al, 1983) cxisten metalopro -
teinasas membranales especificas y que 8stas posiblemente estén involu

cradas en los mecanismos de inactivacién.

* Nosotros hemos estudiado la degradacion del TRH en las fraccio
nes soluble y membranal de cerebro y verificamos que la actividad degra
dativa soluble es de mayor magnitua que la membranal, siendo necesario
trabéjar con la fraccién .membranal diez veces mis concentrada (mg de
protefna/ml) que la fraccitn solublg, e incluso incubando el doble de
tiempo. Sin embargo, en funcién de lo antes expuesto, esta peaueiia ac-
tividad degradativa ubicada a nivel membranal, vuede tean una importan

cia fundamental. y
Con respecto a las actividades solubles encontradas: desamidasa
_ y piroglutamilaminopeptidasa, ambas corroboraron las caracteristicas ya

reportédas por otros autores ([Sara una revisi6n ver Bauer, 1983).°

En cuanto a las actividades degradativas membranales contra TRH,
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Tabla 12. Caracteristicas de las PGA contra TRH

n. d. no determinado
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28,000

ACTIVAN

INHIBEN

+ - actla como sustrato

- - no actia como sustrato

MEMBRANAL

INHIBEN

SIN EFECTO
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SERICA
260,000

INHIBEN

SIN EFECTO
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encontramos que, en nuestras condiciones, se producen tres metabolitos:
His-Pro, TRHOH y His-Pro dicetopiperacina, si se trabaja en ausencia de
DIT y EDTA, mientras que los niveles de His-Pro dicetopiperacina e His-

Pro son notoriamente inferiores en presencia de estos agentes.

Este hecho explica la controversia existente en la literatura en
cuante a la ubicaci6n de la PGA cerebral (enzima responsable de la forma
cién de His-Pro dicetopiperacina). De hecho, parecen existir dos activi-
dades que se manifiestan en condiciones diferentes: una soluble sensible
a oxidacién y por lo tszo dependiente de la presencia de DTT para su ex
presién, y, otra membranal con caracteristicas de metaloproteinasa que -
resulta inhibida por DIT y ED’I‘X. La actividad membranal no puede ser con
siderada contaminacién soluble debido a la diferencia de comportamiento
y, si bici; los constituyentes membranales podrian cjercer un efecto pro-

| tector de la enzima soluble contaminante, y no requerirse asi el agrega-
do de DIT y EDTA para la expresifn de su mdxima actividad, no se justifi

caria que éstos tuvieran un efecto inhibitorio.

Atribuimos la existencia de TRHOH en esta fracci6n a una contami
‘nacién soluble, ya que los niveles de actividad de la desamidasa Tespon-
sable de su produccién (PPCE) correlacionan con los niveles de actividad
del marcador soluble lictico deshidrogenasa y, adémﬁs, son desplazable -
por alfas concentra;ciones de iones, evidencifindose asi, su asociacién -

electrostdtica a las membranas,
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La PGA caracterizada como metaleproteinasa es la principal ac
tividad enzimﬁtica detectada en este nivel., En la tabla 12 se resumen
las pfopiedades de las tres PGA contra TRH: sérica, soluble y membra-
nal. La PGA membranal es claramente diferente de la soluble, por su -
ubicacién, clasificacién y por su mayor grado de especificidad, siendo
muy parecida a la de suero, por lo que, se verificé que la presencia -
de esta actividad a nivel membranal no proviene de contaminacifn séri-
ca. De cuhlquier manera, con los datos obtenidos hasta cl momento no
podemos saber si realmente se trata de dos enzimas diferentes, o de -
la misma enzima ubicada en comnartimentos distintos, ya que no se ha -
podido diferenciar claramente la enzima membranal y la sérica ni fren--
te a inhibidores ni frente a competidores. Para &sto, es necesaria la

purificacién de 1a enzima membranal y, la postérior determinacién de

sus propiedades fisicoquimicas (peso molecular, etc.),

Es importante hacer notar que muchos neuropéptidos tienen el re
siduo piroglutamilo en el extremo amino terminal (neurotensina, LHRH y
bombesina) sin embargo, no se conoce, hasta el momento, el mapel del pi-

roglutdmico en la degradacién de estos neurop&ptidos.

Lé.PGA produce His-Pro NH2 el que puede ciclizarse en forma
no enzimitica para dar His-Pro dicetopiperacina, o sufrir una hidr6li-
sis enzimitica por medioc de la PPDA membranal para dar His-Pro. Este me

tabolito sigue el mismo conportamiento aue la His-Pro dicetopiperacina
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frente a inhibidores,.competidorcs y frente a los lavados con NaCl,
todo lo que hace pensar que proviene fundamentalmente de la accin en
ziméticﬁ sobre el His-Pro NHZ, producto de la PGA membranal, Por lo -
tanto, el nivel de dicetopiperacina broducido en esta fraccién es re-
gulado por la actividad de la PGA y la PPDA.

)

Creemos que un mecanismo posible de inactivacién del TRH, una
vez que &éste es liberado al espacio sindptico, es la degradacién a par
tir de las enzimas membranales (Figura 10). Si bien nuestra prepara-
cidén de membranas incluye membranas plasmiticas asi como membranas de
organelos, es necesario resaltar que en un trabajo previo (Greaney et
al, 1980) trabajando en condiciones tales que se manifesta la PGA mem-
branal se observé que esta enzima se encuentra especificamente en mem-
.brana sinaptosomal. No podemos asegurar lo mismo para la PPDA, para la
que no se han hecho estudios a nivel de membranas sinaptosomales, pero,
si sabemos que ésta es una enzima de membrana (Bauer y Kleinkauf, 1980).
Todos estos datos apoyan nuestra hipétesis. Sin embargo, resulta impor-
. tante estudiar la posibilidad de recaptura de los metabolitos del TRH -
involucrados, como mecanismo alternativo de control de dicetopiperacina,
asi como la influencia de enzimas solubles. presentes en ef espacio sinip

tico.

La diferencia del esquema de degradacién propuesto con el de -

Bauer y Kleinkauf, 1981 (Figura 2) radica en el hecho de que en nuestro




p-Glu-His-ProNH

2
PGA membi
v
His-ProNHZ
no enzimitica PPDA
His-Pro His-Pro

FIGURA 10. Mecanismo de Degradacién del TRH propuesto a nivel
de membranas plasmiticas de cerebro de rata. .
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caso estamos involucrando enzimas membranales solamente, mientras que
ellos incluyen enzimas solubles y membranales obviando la ubicacién -
subcelular de cada una de ellas y posibles pasos de recaptura.

A pesar de que se han aislado muchas peptidasas para diferentes
neuropéptidos, hasta el momento, no se conoce ninguna exclusiva del SNC.
Para el TRH, se ha encontrado que las enzimas cerebrales solubles (PPCE
y PGA) estdn ampliamente distribuidas. En este trabajo se estudid la ac
tividad de la PGA membranal en relacién al contenido de TRH e His-Pro
dicetopiperacina y se en§ontr6 aue €l nivel de actividad enzimitica en
adenchipéfisis es inferior al de hipotdlamo, aunque en ambos casos es
muy alto comparado con los valores_ de sustrato y producto. En general,
la acfividad de 1las peptidasas de cerebro es muy alta, lo que explica -
el bajo nivel de los péptidos en cerebro. De cualquier manera se requie

Te un mayor conocimiento en cuanto a la localizacién de esta enzima.

Con los datos obtenidos, no podemos todavia ascgurar que la PGA
membranal sea una enzima inactivante en condiciones fisiolégicas. En la
tabla 12 se enumeran una‘ serie de criterios desarrollados para peptida-
sas que act@ian contra las encefalinas para definirlas como neuropeptida
sas sindpticas (Schwartz et al, 1982). En forma aniloga podemos relacio

narlo con lo que se sabe para la PGA de membranas contra TRH.

El primer criterio, que busca la terminacién de la actividad -
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1. LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS SON BIOLOGICAMENTE INACTIVOS.

2, LA ENZIMA ESTA ESTRATEGICAMENTE UBICADA PARA PRODUCIR LA
HIDROLISIS DE LOS NEUROPEPTIDOS LIBERADOS A LA SINAPSIS,

. 3. LA ESPECIFICIDAD POR EL SUSTRATO DA CUENTA DEL AUMENTO EN
ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS ANALOGOS SINTETICOS.

4. LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEBE EXHIBIR CAMBIOS ADAPTATIVOS
& PARA MODIFICAR LA NEUROTRANSMISION.

5. LA INHIBICION ENZIMATICA DEBE' PROTEGER AL NEUROPEPTIDO
LIBERADO A LA SINAPSIS,

6. -LA INHIBICION ENZIMATICA DEBE REPRODUCIR LA ACCION BIOLOGICA

DEL NEUROPEPTIDO.

Tabla 13, Criterios para la identificacifn de neuropeptidasas
" inactivantes (Schwa'rtz et al, 1981).

i S
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bioldgica del neuropéptido, no parcce ser cumplido por la PGA membranal
ya que‘ uno de los posibles productos, la His-Pro dicetopiperacina, tiene
miltiples efectos a nivel de SNC, y si bien algunos de ellos son antagb-
nicos, en otros la His-Pro dicetopiperacina es un fuerte agonista del -
TRH. (Peterkofsky et al, 1982}, Por lo tanto, la PGA membranal no podria
ser 1a responsable Gnica de la terminaciGn de la accién, pero, ésta po-

dria ser alcdanzada si se diera por lo menos, alguna de estas condiciones,

—
-

-.La His-Pro dicetopiperacina tiene una accién biolégica contraria.al
TRH (en este caso la regulacién por la PGA es de suma importancia).
2.- Inmediata recaptura del metabolito His-ProNHz.

3.- Répida accién de.la PPDA.

4, Ausencia de receptores para His-Pro dicetopiperacina en la sinapsis

del TRH,

' 1
Para otros neurotransmisores como por ejemplo, las catecola
- minas, existe ademis, la accidn concordada de mis de un proceso en su -

inactivacién,

Creemos que, idealmente, uno debiera identificar la peptidasa en
1a sinapsis TRHérgica, de cualquier manera, los datos disponibles hasta
el momento {presencia a nivel de membrana sinaptosomal, Greaney et al, -

11980) apuntan en un buen sentido.
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Se han hecho algunos cstudios sobre degradacién de anflogos
del TRH {Griffiths et al, 1983; Brewster et al, 1983; Richards et al,
1983) buscando comprender los mecanismos de accién y su propia activi
dad biolégica. Uno de los andlogos mds importantes en ese sentido es
Ael & hb-His) TRH que posee una mayor actividad biolégica que el TRH
(Oliver et al, 1978; Taylor y Burt, 1981). Griffiths (1982) encontrd
que este andlogo es mis resistente que el TRH a la degradacién por la
fraccidn membranal (trabajando en condiciones tales que se expresa la
PGA membranal}. Sin embargo, en otros estudios (Simasko y Horita, -
1982) se encontrd que el anfilogo metilado tiene 7 veces mds afinidad
que el TRH por el receptor a nivel de SNC. Su mayor actividad ppede

provenir entonces, de la accién combinada de estos dos fendmenos,

; En cuanto a los tres Gltimos criterios no hay datos en la lite
ratura, por lo que se hace intéresante estudiar los niveles de PGA mem
branal y PPDA en aquellos casos patolSgicos donde estd modificada 1a -
relacién de concentfaciones de TRH y His-Pro dicetopiperacina (Prasad

et al, 1977; 1978; Mori et al, 1982).

De la revisién de estoé criterios para neurcpeptidasas inacti-
vantes resulta.claro que se necesita realizar muchos estudios para po-
dér asegurar due la PGA membrnnal.peftenece a.este grupo de enzimas. .- -
Estos criterios fueron establecidos para aclarar cuales de.las enzimas.

. capaces de degradar a las encefalinas podfan ser consideradas como neu-
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ropeptidasas inactivantes, sin embargo, es probable que no se cumplan -
ne;esariamente para todos los neuropéptidos o que estos criterios adop
ten fonnés especiales segtin cada caso. .

Por otro lado, es neccesario considerar también, que la accién -
del TRH no se de a través de un mecanismo cldsico de neurotransmisién,
sino que esté involucrada una comunicacién pardcrina y entonces los me-
canismos 'de inactivaci6n podrian ser diferentes a los que se esperarfan

para el primer caso.

En conclusifn se puede decir que al presente, el conocimiento -
del papel de las proteinasas en el Sistema Nervioso Central, es muy es-
caso, Resulta necesario cstudiar la localizaci6n subcelular y regional,
la especificidad e influencias de activadoves e inhibidores enddgenos
para poder asf formular hip6tesis sobre sus mecanismos de accién y su
vinculacién con la regulacién del recambio de neuropéptidos, Esto a su
vez;'puede facilitar el desarrollo de agentes teraputicos potentes a

‘de larga duracién que incrementen los efectos fisiolégicos de los neuro

péptidos,
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ABSTRACT

In the present work we studied the pattern of
degradation of [*H-Pro]-TRH by soluble and membrane fractions
from rat brain. Demonstration of the membrane bound or soluble
nature of the activities was obtained by comparing their
distribution to that of lactate dehydrogenase and by looking
at the effect of NaCl washes on Lhe membrane fractions. We

observed that the pyroglutamy) aminopeptidase activity detected in

v ‘I‘
brain homogenates is a result of two different enzymes. One of them ».

is a soluble enzyme, previously characterized, very sensitive.to
oxidation, that needs DTT and EDTA for its eipression. is inhibited
by SH?biocking agents such as iodoacetamide and utilizes #—g1u-8-
naphtylamide as a substrate.‘The othey one, a membrane enzyme, .is
inhibited by chelating agents such as EDTA, is not affected by
iédoacetamide and does not degrade p-glu-g-naphtylamide. The latef
ﬁrééents a high degree of specificity as shown by competition |
exberiments with-TRH analogs. We were able to corroborate that the
RPCE acting on TRH is a soluble enzyme. In membranes Je demonstrated
also thg presence of a post-proline dipeptidy]l aminopeptidase. The '’
membrane bound PGA aétivity is a potential new source of ﬁis-pro-
diketopiperazine in brain. The presence of a specific TRH degrading
enzyme in membrane fractions is of particular importanée in
_searching an inactivation mechanism of this peptide once ‘it is

released into the synaptic cleft.
Key words: TRH, degradation, membrane, rat brain, pyroglutamyl
‘ . .. aminopeptidase.

RUnning.tjtie: Thyrotropin Releasing Hormone Degradation.



INTRODUCTION

TRH has been shown to act on the hypéphysis stimulating
the secretion of thyrotropin (Boler et al., 1969; Burgus et al.,
1970) and prolactin (Grosvenor and Mena, 1980). This tribeptide is
widely distributed in hypothalamic and extrahypothalamic areas
(Jackson and Reichlin, 1979), concentrated in synaptic terminals
{Hokfelt et al., 1975) and released upon depolarization in a Cat? .
dependent manner in in vitro systems (Charli et al., 1978; Joseph-Br;J;
et al., 1979a): In the central nervous system TRH has been shown
to affect neur;naX excitability (Renaud et al., 1975), to alter the
behavioral effects to centrally acting drugs (Prange et al., 1979)

;

and to modify monoaminergic transmission (Rastogi, 1979) for which

it has been postulated as a neuromodulator.

If TRH does indeed play @ role in synaptic transmission an
inactiVating mechanism must exist in the synaptic cleft. For classical
neurotransmitters it has been observed that reuptake plays an
important role in this inactivation. However, for .neuroactive peptides. '
this phenomena has not been observed or else, seems to occur.at such
a lTow Vmax that it may not account for the necessary inactivation
_ (Cha}li et al., in press). Membrane peptidases have been postulated v
in the inactivation of released enkephalin (Schwartz et al., 1981) :_‘f~

or substance P (Lee et al., 1981},



Fér TRH, it has been reported that synaptosomal membranes are
active in its degradation but the enzyme involved was nbt

characterized [Joseph-Bravo et al., 1979b).

TRH is susceptible to fast degradation when in&ubated
with brain homogenates and serum. Two main different pathways
of:TRH catabolism in rat bfain had beenlcheracterized.’ 1) A
deamidating enzyme (Prasad and Peterkofsky, 1976) now}recogniied .
as post-proline cleaving enzyme (E.C. 3.4.21.26) that originates
acid TRH (Rupnow et al., 1979; Hersh and McKelvy, 1979). 2} A
pyroglutamyl amino peptidase (PGA) (E.C. 3.4.11.8) that gives
rise to his-proNH, which can be subsequently cyclized by a non
eqzymatic way, to histidil-proline diketopiperazine (h?ZT;;B. DKP)
(Prasad and'Peterkofsky, 1976).0or be further degraded to hisebro
by a post-proline dipeptidyl aminopeptidase (PPDA) described in
adenohypophysis (Bauer and Kleinkauf, 1980). Pro-NH, can also be
formed by action of the histidil-proline imidopeptidase on the
his-proNH, (Matsui et al.; 1979). It is known ihat the enzymes
catalyzing the breakdown of TRH in brain, are mainly soluble .
(over 80%) (Prasad and Peterkofsky, 1976; Busby et al., 1982},
in garticu1ar the PPCE and PGA have been purified from a scluble
27000 xg supernatant (Prasad and Peterkofsky, 1976; Hersh and
McKelvy, 1979; Rupnow et al., 1979; Bauer and Kleinkauf, 1980).
Some authors, however, claim that the pyrogiutamyl aminopeptidase
is found only in the particulate fractioﬁ (Hayes ?t al.’, 1979;

Griffith; et al., 1982),



Giving the existing controversy regarding the

Jocalization of these peptidases and the importance of a

membrane enzyme with a possible localization in the synaptic

cleft, we decided to characterize which was the one being

expressed in brain membranes taking careof soluble contaminations.

Furthermore, it has been reported {Bauer and Nowak, 1979; Busby

et-al., 1982) that the pyrdg]utamyI amino peptidase purified from

soluble supernatant is a very
SH groups; however, a;cérding
only found in the particu]éte
absence of DTT (Hayes et al.,
et 2l.,, 1982). This, together
present in membrane fractions
the effect of DIT-EDTA in the

cerebral fractions,

susceptible enzyme contg%ning

to other reports this enzyme is
fraction when studied in the

1979; Greaney et al., 1980; Griffiths
with’the finding of metatloproteases
{Lee et al., 1981) led us to compare

buffer on the degradation of TRH in

. e
o e



MATERIALS AND METHODS S

MATERIALS.

Male wistar rats (200-300 g) kept under controlled
lighting conditions (10 hrs/day) and fed gg~iigi£gm were used
in all experiments [L-proline-2,3,4,5,-°H]-TRH (100 Ci/mmol) was
';u}chased from New England Nuclear Co., Boston, Ma. TRH,LHRh,_
TRH-0H, p-glu-his-glyNH2, p-glu-his-pro-glyNH,, p-Q]ulhis-g1y, .
were obtained from Peninsula Laboratories, San Carlos, Ca. All
other chemicals were reagent grade from Sigha Chemical Co., St.
Louis, Mo., or J.T. Baker, México. TLC plates used in the

analysis of degradation products were silica gel G (Merck 5724).

PURIFICATION OF [*H-prol-TRH.

[3H-pro]-TRH was repurified to 95% radiochemical purity
by TLC on HPTLC plates (Whatman HWPKP) using system I: Chroloform:
methanol: ammonium hydroxide, 125:75:25, before its use in

degradation.experiments.

PREPARATION OF ENZIYME SOURCES.
The animals were decapitated and their brains excised

and homogene1zed (104 w/v) in cold tris buffer 50 mM pH 7. 4 (Buffer 1)
“or in cold tris buffer 50 mM pH 7.4, 2 mM DTT, 1 mM EDTA (Buffer II)
The homogenates were centrifuged at 1000 xg for 15 min. The peIIgtﬂ
was resuspended in half the volume and recentrifuged. The

supernatanté were poo]ed'and‘centrifuged.at 100000 xg for 60 min. The
supernatant was the soluble fractioﬁ'used in the degradation experimént;

3 . ) l



The pellet thus obtained, was rchom&geneized with buffer and
recentrifuged at 100000 xg. In some experiments, the membranes
obtained after the first 100000 xg centrifugation were rehomogeneized
in buffer | with NaCl (final concentration 1 M) and centrifuged;

they were further resuspénded in buffer I and recentrifuged twice.

Rat blood was collected and allowed to Qténd for 30 min
at room temperature, The serum was obtained by éentrifugation at
3000 xg for 30 ﬁin. After aspiration and recentrifugation PMSF
was added (final concentration 1 mM). The serum was then sampled

and stored at -80°C,

INCUBATION MIXTURE.

The serum, §o1uble or membrane fractions were 1ncubatgd at
37°C at aifferent solutions (serum 1-2 mg of protein; supernatant:
0.3-1 mg of protein/ml; membrane 2.5-5 mg of protein/m]) with
purified [3®H-pro]-TRH, 2 x 10°% dpm, in a final vol. of 25 ul for
15 min for the serum, }0 min for the soluble fractions and 60 min
fdr the pellets. The reactions were stopped by the addition of“

acetic acid (20% final concentration).

ANALYSIS OF THE DEGRADATION PRODUCTS OF [’H-Prol-TRH. R

fheracidified solutions were centrifuged at 1000‘xg.f9r
30 min. The supernatants were then extracted twice with ether
gahd ohde with methanol (90% w/v finé]-concentration). After ‘
cenfrifugation the supernatants were evaporated,.taken up in 10 ul

of water and applied to TLC plates. The plates were déeveloped

ek e




with system 1! (ascending front: 15 cm). Aftef drying, the

standards were detected with the Pauli and Isatin stains

(Dawson et al., 1978) and each lane of the plates was scrapped

in rectangles of 2 cm-(wide) 1 cm (long). The radicactivity

was then extracted into 1 ml 90% methanol and measured by

scintillation counting using Bray's solution (Bray, 1970).

_Thé éounting efficiency was 30%. The Rf values of the standards

. were as follows: Pro: 0.24, His-Pro: 0.30, TRH-OH: 0.54, TRH:.
A

0.67, ProNH,: 0.80, His-Pro: 0.87. In some experiments the

radioactivity migrhting with the Rf'of Pro or His-Pro and ProNH.
| Su——— ,

or His-Pro was analyzed in a second TLC on system II: Isopropanol:

water: ammonium hydroxide, 80:29:1, ascending for 10 cm. The Rf
[ pamammaamn |
values in this system were: Pro 0.20, ProNH,: 0.36, His-Pro: 0.58

and His-Pro: 0.66.

INHIBITION AND COMPETITION ASSAYS

The enzyme source was preincubated for 10 min with the
cinhibitors at the concentrations stated in Table 3. Then the
reaction was started by adding [3H-pro]-TRH. The reaction was

stopped and metabolites analyzed as stated previocusly.

For~compe£ition assays,'the reaction was started by.adding

[*H-Pro]-TRH at the same time as the analog (10-“ M final concentration)

The samples were assayed as stated before.
.DEGRADA?ION OF PYROGLUTAMYL 8-NAPHTYLAMIDE.

The soluble and membrane fractions prepared as indicated

-



a substrate used for measuring the activity‘of soluble PGAs
(Szewczuck et al., 1969), through fluorometric quantification
of the released B-naphtylamide (Faivre-Bauman et al., 1981).
Protein determinations were performed according to Lowry et al.,
1951 using BSA (Fra-ction V Sigma) as standard. The LDH activity

was measured by the method of Johnson et al., 1963,




The degradation of TRH was followed in the soluble
and membrane fractions of brain homogenates performed in tris
buffer with or without DTT and EDTA. In the soluble fractions

we found TRH-OH and, when DTT was present, DKP as the only

metébolites;wh11e in the membranes, we detected these two

metabolites and his-pro also. We found no detectable Hjs-ProNH,.
On the other haﬁd we found that the molecule migrating with

the Pro or His-Pro'Rf was essentially His-Pro by rechromatography
on system Il, and that tﬁe‘pKP migrates as a large peak either

in system ] or Il with the‘Rf corresponding to DKP. In order to

determine if there was formation of His-ProNH,, the 10 yl aliquots

of some experimental points were applied on cellulose-phosphate
paper and developed in 1 M acetic acid, ascending for 15 cm according
to Bauer and Kleinkauf, 1979 but no his-proNH, was detected.

/

In.order to determine the extent of soluble contamination

. present in the membrane fractions, the LDH activity was measured

in all conditions. As can be observed in Table 1, the LDH activity .

follows the same distribution that the PPCE activity (followed by

t—
the format1on of TRH- OH) in both buffers or the PGA activity (his- pro

‘formatlon) in tris-DTT-EDTA buffer only. This behaviour is also

;‘observed vhen studying. in buffer 1@ the degradation of p-glu-8-
haphty1amide, a substrate used for méasuring PGA activity, and

!tegognized by the brain soluble PGA (Faivre-Bauman et 61.. 1981).

~The activity level detected in the membrane fraétion wiph the

vfluorogenic substrate was ‘very low (0.028 nmoles/min/mg) compared



to the soluble fraction (0.230 nmoles/min mg). Although there
is a greateer maximum velocity for the soluble than for the
membrane activity, both fractions had the same Km (~ 18 uM).
The soluble to membrane ratio was similar to the one observed
for the soluble marker LDH (data not shown). With this substrate
we were able to corroborate the inactivation effect that the
absence of DTT and EDTA ha§ on soluble PGA activity. As for
'[3H-Pro]-TRH, this inactivation js of a reversible nature (dafa
not shown). With these data we conclude that, as reported, the
'PPCE is a soluble enzyme (Rupnow et al., 1979) and the PGA with
sensitive SH groups, that utilizes p-glu-B-naphtylamide as

substrate, is also soluble. .
(INCLUDE TABLE 1 HERE)

In contrast, as shown in Table 1, in absence of
‘DTT-EDTA no DKP is found in the soluble fraction, while in the
membrane its formation is'markedly enhanced. The increase in

.

activity of PGA was. not observed with the PPCE nor the LDH |
actiQities, so it could not 'be due to rupture of some osmotic
resistant vesicles (Table 2). Therefore, there seems to be another
PGA preseﬁt in the membrane which is not susceptible to SH
oxidation but in fact, inhibited by DTT and EDTA and'not able to
_degrade the p-glu-g-naphtylamide (data not shown). This activity

was not bound e1ectrostat1ca]1y to the membrane as demonstrated

by its résistancy to the HaCl wash, contrary to what is observed

11.
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with the PPCE and LDH actjvities measured in tris buffer (Table 2).

(INCLUDE TABLE 2 HERE)

To further demonstrate the existence of two different PGA
we tested the effect of some inhibitors or TRH analogs, The PGA .
present in }he membrane was strongly inhibited by DTT,1-10
phenantroline, EDTA and EGTA (Table 3), pointing for a metalloprotease
candidate, with almost identical .properties to the serum PGA
previously described as "thyroliberinase” (Bauer and Nowak, 1979).
We found, as reported, a clear effect of agents specifié for serine-
enzymes a§ PMSF (Koida and Walter, 1976) and of bacitracin (McKelvy
et al., 1976) on the PPCE (Table 3). The iodoacetamide completely
inhibited the soluble PGA as reported (Bauer and. Kleinkauf, 1980)

but was uneffective on the membrane enzyme {Table 3).

I3

(INCLUDE TABLE 3 HERE):
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We tested the possible inhibitory effect of different
analogues on TRK degradation wifh the three gourées_of PGA. In
contrast to what has been reported for the soluble PGA that
recognizes any substrate having bro-g]u at the NH,-terminus (Bauer,
1983; Busby et al., 1982) p-glu-his-gly, p-glu-gly-NH, and

p-glu-his-pro-gly-NH, had no effect at 10°" M final concentration on

" TRH degradation on membrane fractions measured in tris buffer {(data

not ‘shown). Other analogs as TRH-OH or Me-His-TRH were able to

‘compete in membrane fractions although to a lesser extent than what:

was observed with the soluble PGA (Table 4). In agreement with the

inability of p-glu-B-naphtylamide to Serve as a substrate for the

v’
o

serum (Bauer and Nowak, 1979) and membrane PGA (as previously mentioned)

. this compound was not inhibitory to these activities. Although it was

reported that serum‘PGA'does not recognize LHRH, this peptide showed a

c¢lear inhibitory effect on the three enzymes. These results:show that
the PGA found in the membrane fraction posses a higher degree of
substrate specificity for TRH than does the soiuble enzyme as occurs

with the serum.
(INCLUDE TABLE 4 HERE)
In all these experiments, we have taken the appearance

of 'DKP as representing the activity of PGA. This has been valid

for all cases except membrane activity in tris buffer which,

-although it showed the highest PGA activity (Table 1), is

dndeke#a‘uated since some of the his-proNH, is further degraded to



his-pro. MNevertheless, for the characterization of its
specificity and group classification this approach is still

] valid.
{

i In;ubation of TRH with the membranes produced another

metabolite not observed in the soluble incubates: his-pro. This

metabolite is obser&ed in higher amounts when TRH is'ipcubatéd

i ' without DTT and EDTA and is not liberated from the membranes after ;

' NaCl treatment (Table 1 and 2). This metabolite is probably produced b;

action of the reported membrane-bound enzyme: PPDA on his-proNH,

] ‘ before it cyc1icizes‘(Bauer and Kleinkauf, 1980). The formation

of his-pro seems to follow the activity 6f the membrane PGA (Table

I E 1 and 3). The on]y’discrepancy is.its behavior towards inhibitors
is that of bacitracin, which inhibits the PPCE and also inhibits

l this PPDA while it does not inhibit the membrane PGA {Table 5). This
could eip?ain the high levels of DKP found in membranes since in

] this case the his-proNH, formed will be only susceptible to the

1 . cyclﬁcization. For measuring the activity of .the PGA in differeht

physiological conditions, one would need to inhibit this PPDA,ahd

bacitracin could be a good candidate.
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‘DISCUSSION

In the search of a possib]e‘inactivating mechanism
responsible for the clearance of TRH once it has been released
into the synaptic cleft we have explored two possibilites:
uptake or degradation by a membrane bound'enzyme.. Although TRH
has been shown to be accumulated by hypothalamic (Charli et al.,
1983) or cerebellar slices (Pacheco et al., 1981) thg.maximum”
velocity is so low that this phenomenon may not be the only
responsible for inactivation'(Charli-et al., 1983). The PGA
present in the membranes hereby characterized could be particibating
in this inactivation mechanism. This PGA shows more specificity
towards TRH than the previously reported PGA found in the soluble
supernatant ‘of brain adenohypophysis; its behaviour resembles that
of the serum thyroliberinase (Bauer and Nowak, .1979). This enzyme
is probably localized in the synaptosomal membranes since we had
shown that these membranes contain a peptide degrading TRH and in
the conditions used in these experiments the membrane bound PGA
would have expressed its full activity (Joseph-Bravo et al., 1979b).
. A carefull subcellular distribution study is under progress. The .
presence Pf membrane peptidases and their involvement in the
1nac£ivation of neuroactivé,peptides has been shown also for
enkephalin (Schzwartz et al., 1981) and substance P (Lee et al.,
1981) accumulating evidence in favour of thisAmechanism.

’
[
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One can then propose a degradation pathway for TRH
in brain membranes that originates first his-proNH, by action
of the membrane PGA; this metabolite can either cyclicize to
f@rmbkﬁorbefurther degraded to his-pro by.the PPDA. When TRH
is in contact with-membranes the availability of DKP depends
then, on the activity of the PGA and the PPDA. Given the reported
effects of DKP on CNS and adenohypophysial functions (Peterkofsky A
et a].,’1982), the existence of these two enzymes cannot be
overlooked. As has been shown (Yaganisawa et al., 1980) DKP is
not concentrated in the nerve endings, as could expected for a
neuroactive substance. However, the soluble DKP could come from
degradation of TRH in. the synaptic cleft By the membrane bound
\PGA or from degradation by the soluble PGA of TRH once uptqken
so ithat a large pooT of DKP not intervening in synaptic transmission
could mask a small releasable pool. Since this TRH metabolite seems
to have a physiological function in some cases opposite to that
of TRH, the enzymes involved in TRH catabolism could play.a dual
role. However, more work is needed to clarify whether their -
localization and the regulation of their activity justify their
involvement not onrly in inactivating processes but also in a

biosynthetic one.
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TABLE 1. Enzyme activities in rat brain fractions.

v Vo i | ! U

TRIS BUFFER

TRIS-DTT-EDTA BUFFER -

, SOLUBLE MEMBRANE SOLUBLE MEMBRANE
LACTATE DEHYDROGENASE ' '
nmoles NADH/min/mg 130 £ 15 (14) 15+ 2 (14) 151 + 33 (4) 14+74)
his-pro FORMATION 0 (20) 17.1 + 1.8 (22) 0(10)  2.7%0.9(10) . |

. pmoles/min/ng

TRH=0H FORMATION
pmoles/min/mg

——
his-pro FORMATION
~- . pmoles/min/img

118.2 + 10.8-(19) 6.0 + 1.2 (22)

0 {20) 9.9 + 1.8 (20)

77.4 +16.8 (10) 7.2+ 1.2 (10)

62.1 ¥ 13.5 (9) 1,8+ 0.9 (12) -

'7SOIUb1g and membrane fractions were obtained and incubated in buffer I (tris buffer 50mM, pH 7.4) or lI‘(tris‘bufferféhM
:DTT, 1nM EDTA) in presence of 2 x 10-8 dpm [3H-pro]-TRH and degradation products were dna1yzed in T.L.C. as indtcaiedﬂin

. materials and methods. Results are expressed as the mean + S.E.M. The number of deterhinations is shown in pgféutiﬁiig
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TABLE 2. EFFECT OF NaCl TREATMENT ON MEMBRANE ENZYMATIC ACTIVITIES.

CONTROL AFTER NaCl TREATMENT
LDH ACTIVITY '
nmoles/min/mg 13+3 (4) 73 (4)°
His-Pro FORMATION :
pmoles/min/mg . 13.5 + 4.5 (4) 20.7 + 9.0 (Q)* -
 TRH-OH FORMATION ' '
. _pmoles/min/mg 4.2 + 0.6 (4) 1.8 + 0.6 (4)°
His-Pro FORMATION : 0.5 + 2.7 (4) 7.2+ 4.5 (4)* B

. pmoles/min/mg : :

‘Once obtained, the membrane fraction was divided in two aliquots: one was rehomogeneized in buffer 1 containing‘NéCT-(i7M;

activity after NaCl treatment was of 50% in LDH and TRH-OH, Results are expressed-as the mean + S.E.M, for the number of

‘t-test: *: non significative difference; °= p<0.05

'final concentration) as indicated in materials and methods, the other was treated as usually. The percentage_gf.rémainiBQi

determinations 1in parenthesis.

-




~ TABLE 3. Effect of different ipnhibitors on enzymatic activities of brain fractions and serum.

SOLUBLE : MEMBRANE SERUM
~ TRH-OH Formation  DKP Formation DKP Formation x~his-pro,Formation DKP Formatio

CONTROL - 100 + 5 100 + 5 100 + 5 100 + 20 ’ 100 + 22
EOTA © o 0.5M nm, “n.m, 547 100 + 6 94+ 30

" EGTA ©0.5mM nam. n.m. . 6747 80 + 8 148 + 15

1-10 Phenantroline  0.5mM n.m, nm,o - B47 64.4 5 ‘ 616

o7 . 5.0mM 98 + 10 118 + 5 33 47 38+ 4 : 93 +18
e _ 0.5M n.m. n.m. 50 + 20 g4+28 . 9B+12
“lodoacetamide 5.0mM _ 30 %20 0 100 * 25 76 + 2 7 .126 #°40
L 0. 5mM 270 + 20 .G 73 + 20 0+10  143+30
APUSF _ 2.5mM 43 + 2 128 + 44 150 + 25 110 + 10 T 6+ W

S 0.5mM 100 + 15, 124 + 15 112 + 12 136+ 10 ) nmo
Bacitracin . 10.0mM 245 40 + 10 140 * 12 0 a2+ 29
2.5mM 30 + 5 126 %10 T300+12 0 Loaam

. 0.5mM 3745 147 + 10 325 + 25 -0 365490
~Trypsin inhibitor _ ‘ ' ’ % R
~from bovine 10,000 U/m! 21+ 6 150 + 5 100 + 7 100 * 5 o2
~ Pancreas (SIGMA) 1,000 U/m! 9545 110 + 15 2+7 108 + 5 M2

The enzyme preparations were preincubated ;or 10 min with each inhibitor (final concentration indicated in the figuré) and

then with [*H-pro]-TRH the soluble fractions were incubated in buffer I for 30 hin. membrane fraction in buffer 11 for 60 mir
~ and. serum fraction in buffer I for 15 min. Metabolites were assayed in T.L.C. as stated in M. & M, Four determinations were

done in each case, data indicate the mean + S.E.M. (Results are expressed as percentage of control activity) B

P
e

n.m, : not measured.



TABLE 4. Effect of TaH ana’ogs on soluble, membrane and serum enzyme activities.

f . SOLUBLE MEMBRANE SERUM
" FORMATION OF: DK P DKP his-pro DKP
CONTROL 100 + 2 100 + 7 100 + 25 100 + 47
WH ' 23+ 5 15 + 10 15 + 5 0
TRH-0H 6+ 1 30+ 5 o . 30+3
- Mo-His-TRH - 46 + 10 70 + 15 100 + 35 50 + 17
Ao 66 + 13 60 + 10 ' 60 + 25 3327
bf P-glu-B-naphtylamide 8 1_2‘ 100 £ 30 150 + 25 117 + 33

N

e

"1_ Enzyme. mixtures were incubated with each competitor 10~ M (final concentration) and [*H-Pro]-TRH (2 x 10° dpm):addedfaﬁ.‘
1% ‘the same time: the analysis of the degradation products was done as indicated in materials and methods . Two'detqrmiqétioﬂ#

were done in each case (results are expressed as percentage of total activity). Data indicate the mean # S.E.M.
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