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INTRODUCCION

Un organtemn superior posee sistemas para coordinar entre sf la
actividad celular de las diferentes partes de su cuerpo, y comunicarse
con el medio ambiente que lo rodea. Estos sistemas modifican su

actividad an respuesta a cambios internos o externos.

El ststema {nmune posee dos mecanismos para responder a
infecciones: 1a fnmunidad humoral es debida a ta secrecién de
anticuerpos por los linfocitos B circulantes en el sistema circulatorio

.mtentras la inmunidad celular es mediada por los linfocitos T.

En el sistema endécrino, las <dlulas glandulares elaboran
mensajJaros quimicos, 1lamados hormonas, <que liberan a 1la sangre

donde son transportados hasta sus dérganos blanco.

En el sistema nerviose, las neuronas llberan sustancias 1llamadas
neurotransmisores. El mensaje quimico dehe atravesar el espacilo
sindptico entre la neurona que lo lleva, neurona presindptica, v 1la

célula blanco.

En los dos ultimos casos, cambios en las propiedades de la membrana
plasmAtica de la célula nerviosa o endécrina proveocan la liberacidn del
mansaJero; a continuacidén alcanza la célula blanco donde actua sabre

sus raceptores especificos, localizados sobre la membrana plasmitica o

adentro de la célula, alterandeo la actividad celular,

A pesar de que estos dos sistemas no solo se comunican a travéds de
mensajeros quimicos (puede haber comunicacién por contacto celular

o por unidn comunicante *gap Junction®), la comunicacidn quimica es la



mis estudiada porque es empleada por el organismo en numerosos

contextos.

Cabe también senalar que las diferencias mencionadas entre el
sislema enddcrino y el nervioso no son tan evidentes; se sabe
actualmente que ciertas neuronas pueden también comunicarse con
diferentes 6rganos por medio de hormonas llamadas neurohormonas. Estas
neuronas estan, por elemplo, reunidas en la base del cerebro de
mamf{feros en una regién 1lamada hipotdlamo que esta unida a la glindula
endécrina adenohipdfisis. Neuronas del hipotdlamo mandan proyecciones
hasta 1la eminencia media donde liberan un factor humoral al sistema
portal hipotaldmico~hipofisfario, por donde es transportado hasta 1a
adenohipdfisis, controlando de gsta manera la liberacién de hormonas
adﬁnohlpoflslarias ftlaura 1) (1), 4 este nivel las relaclones
anatdmico-funcionales entre los dos sistemas han inducido a

reagruparlos conceptualmente en uno solo: el sistema neurcenddcrino.

Durante los afios sesentas se pastuld que tan solo ocho moléculas
eran mids que suficientes para realizar todo la transmisidn quimica de
la informacidn en el sistema nervioso central. Se trataban de pequefas
moléculas como aminoidcidos (dcido glutamico, iscido asparllca, glicina),
derivados de aminodcidos {4dcido gama aminocbutirico: GABA) y aminas

aminas (acetilcolina, noradrenalina, dopamina, serotonina)l.

En base al conocimiento acumulado sobre los neurotransmisores, en
aspecial estudios hechos sobre la acetilcollina, se definld Lna serie de
criterios para la identificacién y caracterizacidn de moléculas
neurotransmisoras (tabhla 1) (2)}. Sin embargo, vya que no todas las

moléculas con accidn en el sistema nervioso cumplian dichos requistitos,
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FIGURA 1. EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISIARIO.

Las neuronas que secretan hormonas hipofisiotropas envian sus
prolongaciones hasta la eminencia media, donde vierten sus produclos de
secrecidn al sistema portal hipotaldmico-hipofisiario, productos
que san iransportados hasta la adenchipéfisis. Las hormonas estimulan o
inhiban segun el caso, la secrecidn de hormonas adenohipofisiarias, lés
cueales alcanzan ta circulaclidn general, siendo transportadas hasta su

Sraano blanes,




CRITERIOS PRESINAPTICOS.

1. PRESENCIA DEL PRECURSOR DEL NEUROTRANSMISOR.

2. PRESENCIA DE LA SUSTANCIA EN LA TERMINAL NERVIOSA.
3. PRESENCIA DE UN MECANISMO DE LIBERACION.

4. SER SUCEPTIBLE DE RECOLECCION LUEGO DE LIBERADO.

S. EXISTENC!A DE UN MECANISHO DE INACTIVACION.

CRITERIOS POSTSINAPTICOS.

6. ACION IDENTICA: LA APLICACION DE La SUSTANCIA DEBE TENER L0S MISHMOS
EFECT0S QUE LA ESTIHULACION NERVIOSA.

7. DEBE PRODUCIR CAMBIOS SEMEJANTES A LA GUE PRODUCE LA ESTIMULACION
ELECTRICA.

8. IDENTIDAD FARMACOLOGICA: LOS FARMACOS QUE BLOQUEAN LA ACCION DE LA

SUSTANCIA, DEBEN BLOGUEAR LOS EFECTOS DE LA ESTIMULACION NERVIOSA.

TABLA 1. CRY!TERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE NEUROTRAHSHISORES (VERHAN,
" 1966).
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éctos fueron tomados como una base pero no come criterioco Unico para

definirlas como tales.

Al determinar la estruclura quimica de sustlancias biolédgicamente
activas presentes en el- sistema nervioso Yy en particular las
sustancias hipotaldmicas hipotisliotrépicas, se descubrid que existe una
clase 1Importante de mensaleros quimicos de estructura peptfdica: los

neuropépt idos.,

Varias de 1las neurochormonas hipofisiotrédpicas de naturaleza

beptldica ya han sido aisladas y caracterizadas:

Hormona liberadora de tirotropina: TRH (3).

Hormona 1liberadora de la hormona luteinizante y folfcule estimulante:
LHRH (4).

Hormona liberadora de corticotropina: CRF (5).

Hormona liberadora de 1a hormona de crecimiento; GRF (&),

Hormona inhibidora de la liberacidn de 1a hormona de crecimiento: SRIF

(7).

Debido 2 la lecalizacién de estos neuropéptidos en  4reas
extrahipotalamicas en cerebro, por su enriaquecimiento a nivel de
terminales nerviosas, por la presencia de receptores, por ser liberados
en sistemas in vitro de una manera dependiente de calcio y por sus
miltiples efectos en el sistema nervioso, se les ha propuesto cﬁud
posibles transmisores, ademis de ser neurchormonas. La gama de
neuratransmisores peptidérgicos patenciales, se ha incrementado con el
descubrimiente de aue hormonas peptidicas inicialmente descubiertas

fuera del cerebro tamhién se encuentren en este drgano.



Comprender el sfgnificado fisioldgico de estos neurcopéplidos, no
sclo enriquecerf{a nuestro conoccimiento acerca del funcionamiento del
sistema nervioso central (SRC), peroc pudiera tambhién ayudar al

tratamiento de enfermedades neurolégicas y mentales,

El trabalo presentado a continuaciédn se relaciona a las

propliedades de uno de estos neuropéptidos: el TRH.

o




CARACTERISTICAS DEL TRH

-Descubrimiento ¥ estructura.

En 1947 Harris propuso al hipotalame como el responsable de 1la
regulacién de las secreciones adenchipofisiarias a través de liberar
factores en el sistema portal hipotalimico-hipofisiario (8). En 1955
los estudios de Schally (9) por un lada, y los de Guillemin (10} por
otro, demostraron que 2n cultivo in vitro de hipéfisis, esta gldndula
no liberaba la mavor parte de sus hormonas si no estaba en presencia de
fragmentos hipotalidmicos, postulando asf la existencia de medladores
quimicos entre el hipotdlamo y la adenchipéfisis. Sin embargo, fue
hasta 1967 cuando a partir de homogenados de hipotdlamo porcino (11) vy
bovino (12) se purificd el prime; mediador, el responsable de
estimular 1la secrecidn de tirotropina; a esta hormena hipotalimica se
le denomind hormona liberadora de tirctiropina (TRH). La estructura del
TRH fue determinada por Schally (13), y confirmada por Guillemin (14);
es un tripdptido con ambas terminaclones bloquradas de estructura

L-piroglutamtl-L-histidil-L-prolinamida: pGlu-His-ProNH2 (figura 2),

~Biosf{ntesis del TRH

El TRH al igual que los demis neuropéptidos, es sintetizado por
via ribosomal (15,16) en forma de un precursor de alto peso molecular
{17). Por medio de técnicas de ingenierfa genél!ca,. se ha ohtenido la
secuencia del precursor para TRH de hipotilamo de rata; en éste, 1la
secuencia se encuentra repetida cinco veces, y cada secuencia del

péptido estd entre pares de aminodcidos bisicos (lisina y arginina) que

!
!
{




HoC————CHy T \\//

0 C\C/H
- | \\H
C C—— NH—CH C—N H
Cf7 \\‘\\pd I! . I .\\\\\\\ c}//’
| CH. C/ \H
2
H | yd
_ H
H7C C\ C=—0
NQ§§§ ///p—-H NHp
|
H
(piro) glutamil — histidil — prolinamida

FIGURA 2. ESTRUGCTURA DEL TRH.
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son los posibles sitios de ruptura para originar TRH (18). Se piensa
qua como en el caso de otros precursores de neuropéptidos, el precursor
dal TRH es empagquetado en grinulos de secrecidén que viajan hasta las
terminales nerviosas epor el sislema de transporte axonal rdpelido.
Durante este recorrido los enlaces dibdisicos son hidrolizados
generandose a«l péptido gln-his~pro-gly. Se piensa que en los grinulos
aste péptido es wmodificado por la acclén de dos enzimas: una que
transforma la gln an pglu (19) y otra que reconociendo la glicina,

amida la prolina con liberacidn de scido glionfliico (20),

~Localizacion regional y subcelular del TRH.

Conocida la estructura del tripdptido, se han podido obtener
anticuerpos especificos contra éste, y por las técnicas de
inmunmohistoquimica y radicinmuncensayo se ha podido definir 1la
localizacién y concentracién de TRH en diversas regiones del cersbro
asi{ como en olros 4rg9ancs. La concenlracidén mis elevada de TRH se
localiza en el hipot&lamo en terminales de la eminencla media (21);
algunas otras dreas hipotaldmicas conteniendo TRH en terminales
nerviosas son: ndicleo dorsomediano, niclec paraventricular, ndcleo
ventromedial y nicleo periventricular (22). ELI TRR esti también
presente en cuerpos celulares de niclecs hipotalimicos: porcidn
parvocelular del nicleo paraventricular (23) donde estan localizados
los cuerpos celulares de las neuronas TRHArgicas que inervan 1la
eminancia media; en somas de 1os micleos predptico, supragquiasmitico,
dorsomedlal y periférnico, en &l hipotilamo lateral y la regidn
premamilar (24). Con anticuerpo contra el TRH ¥ su precursor se ha

detectado inmunoreactividad en cuerpos celulares en reqlones



extrahipotaldmicas: en particular en ldbulo olfatorio, en los ndcleos
reticulares del tdlamo, ndclteos del rarhe de la mddula oblongada,
amigdala e hipocampo (25). Terminales nerviosas contenfendo TRH se
encuentran en nicleo accumbhens, amigdala, ndcleos del tallo cerebral y
corddn espinal (26). En la médula espinal existe una via TRHérgica que
proviene del n. raphe al asta ventral, vf{a en 1a que sl TRH coexiste
con la substancia P y serotonina (27). En neurohipéfis también se
encuentran altas concentrac!ones de TRH (28) y en menores

concantraciones en adenchipétisis (29).

En terminales nerviosas del SHC donde existe TRH, édste s

encuentra en grinulos de secrecidn resistentes a condiciones

hipoosmdticas (30).

El TRH tambidn se encuentra distribuido fuera del SHC: traclo
gastrointestinal, tracto reproductor, placenta, islotes de Langerhans

del pancreas y en pial de anfibios (31).

-Liberacién.

Las técnicas de fraccionamiento subcelular e inmunchistoquimica a
nival de microscopfa electrdnica, han demostrado que mis del 50X del
TRH esta 1localizado en grinulos de secrecidn (I2)., Por lo tanto se
piensa que como para otros mansajes paptidicos, su liberacién a 1la
llegada de un potencial de acclén se hace por exocitosis. De acuerdo
con esto, 1la liberacidn de TRH se puede inducir por despolarizacidn de
una maner« dependiente de calcio en sislemas in vitro (33,04, al tgual
que por neurotransmisores (35,36). Aunque existe una gran controvarsia

acerca de los efectos producidos por diversos neurotransmisores en la
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liberacién de TRH, an general se ha propuesto que a nivel del
hipétalamo medio basal 1a liberacldén del péptido es inhibida por
dopamina (36) y comalostatina (37,308); mientras que la noradrvenalina

(37) ¥ la histamina (34,346,39) la estimulan.

-Receptores a TRH.

En adanchipétisis existen receptores de membrana plasmdtica
especificos y de alta afinidad para TRH (40,41). En el SHC se ha
demostrado la presencia de recaplores de alta afinidad (Kd SO nM) para
TRH semelantes a los adenohipofisiarios (42); estos receptores se
encuentiran concentrados a nivel subcelular en membranas plasmiticas, y

a nivel regional tienen una amplia distribucidn (43),

~Funcién hormonal.

El TRH es liberado del hipotitamo a travéds de la eminencia medta
al sistema portal hipotalamico-hipofisiario, de donde es transportado
hasta la adenohipdéfisis para interactuar con sus raceptores estimulando
asf 1a liberacidn de tirotropina thormona estimulante de la tiroldes:
TSH) por los tirotropos (44), y de prolactina por los lactotropos (45).
El TRH tambidn es capaz de aumentar la blosfntesls del ARN mensalero
para prolactina y tivotropina (46). La TSH es secretada a 1la
circulacidén general vy transportada hasta su drgano blanco, ‘tlroides,
para fnducir la liberacién de triiodotironina (T3) y de tiroxina (T4)

(47) harmonas que a su vez afectan diversos procesos metabdlicos.

La T2 ¥y T4 regulan 1a secrecién de las hormonas que las controlan,

i1



a lravés de un mecanismo de retroalimentacidn., El sitio de regutltacién
de las hormonas tiroideas sobre 1a secrecidn de TSH, por un lado, es a
nivel de la adenohipdfisis (48,4%9) a través de un mecanismo de
retroalimentacidn negativa: la T3 y la T4 disminuyen el nlmero de
raeceptores de TRH en los tirolropos (50,51), decrementando de esta
forma la secrecidn de TSH a la circulacidn en respuesta a TRH., Las
hormonas tiroideas tambidn inhiben la liberacién basal (52) y 1la
sintesis de TSH (53,54). Olros dos factores hipotalidmicos que controlan
las secreciones de TSH y prolactinag son: la dopamina, que <tiene un
efecto inhibitorio sobre la liberacidn de TSH (S55) y prolactina (56); ¥
la somatostatina que inhibe 1a liberacién de TSH (S7) provocada por TRH

en adenohipéfisis.

Por otro lado, T3 y T4 son capaces de penetrar 21 sistema nnrviona
central (58); manipulaciones enddcrinas como la tiroidectomfa producen
un aumento de la tirosina hidroxilasa del hipotdlamo (59), vy pofl lo
tanto de catecolaminas, 1o cual sugiere que las hoermonas tiroideas
pudieran también controlar el ele hipotdlamo-hipdfisis-tiroides a nivel
hirotaldmice, ya gque se ha demostrado que las catecolaminas Jjuegan un
papel en la liberacién de TRH., D2 acuerdo con esta hipdiesis,
recientemente se ha demosirado que la biosintesis de TRH en el nudcleo
paraventricular esté bajo control de las hormonas tiroideas, aumentando
su actividad en respuestz a una disminucidn de los niveles de T3 o T4

60).

Incrementos en la actividad del eje TRH-TSH ocurren por eldemplo en
animales sometidos a estres con frio. En éstos se ha detectado un
fneremantn tanto en los niveles de TRH en sangre periférica como de TSH

en la circulacién (61); el tratamiento con anticuerpo contra TRH inhibe

1
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la liberacidn de TSH por estres con frio (62), por 1o cual se suglere

que el TRH contreole la secreciédn de TSH en este fendmeno.

Tambitin 2 TRYU %o 1e¢ ha propuesto como un modulador del clclo
circadiano de la secrecidén de TSH, debido a que TSH en sangre (63) ¥
TRH hipotalamico presentan oscilaciones durante el dia, exhibiendo el

hipdtdlamo la concenlracidn mic alta de TRH al medio dta (64},

Finalmente la secrecidn de prolactina en la rata lactante consta
de dos fases; en la primera 1lamada deplecién-transformacidn, 1la
prolactina wufre cambloc estructurales (45), esta fase es inhibida por
dopamina (66). La segqunda fase es la liberacion de 1a prolactina
transformada a Ya circulacldn, fase que se sugiere estd controlada por
TRE, vya que ésle sstimula la liberaclidn de prolactina hipofislaria de

rata lactante tanto in vivo (56) como in vitro (&7).

-Efectos del TRH en el $SHC.

El TRH tiene wuna diversidad de efectos en el sistema nervioso

central, a nivel neuroquimico, electrofisioldgiceo v de comportamiento.

El TRH estimula el recambio de catecolaminas (68), estimula 1la
sintesis y liberacién de dopamina en hipotdlamo ¥ n, accumbans (49,70),

¥y la liberacién de noradrenalina de hipotdlamo (&9).

Potencia 1a accidn excltatoria de acetilcolina en clertas neuronas
corticales de cerebro (71), excita motoneuronas espinales del asta
ventral de la médula espinal (72,73). En cultivo de neuronas espinales
del asta wventral aumenta 12 sintesis de colin acetil transferasa vy

creatina cinasa (74).

13



A nivel del nicleo accumbens, és capaz de estimular la locomocidn
a través de la puesta en marcha del sistema dopamindrgico (75). También
antagoniza 1a narcosis inducida por pentobarbital (75), veduce 1a
la hipotermia inducida por pentobarblital (76); aumenta la tasea

respiratoria (76) y tiene efectos termorreguladores (77).

-TRH como neurotransmisor.

Todo este conjunto de datos sugieren que el TRH pudiera actuar
come un neuroctransmisor en el SHC. S$1 tal es el caso debertfan existir
mecanismos vipidos de inactivacidn una vez que el TRH es liberado a la

sindpsis ¥y ha interactuado con su receplor especi{fico postsindptico.

De acuerdo con los mecanismos conocidos para otros
neurotransmisores, se han propuesto dos mecanismos .prlnclpales de
inactivacién: uno de ellos es la captura del péptido, sin embargo,
estudios hechos en rebanadas de cerebelo (78) y de hipotdlamo (79),
indican que para TRH este proceso ocurre con una Ymax muy bala, ¥y su

importancia fisioldgica no ha sido confirmada.

El otro mecanismo es la inactivacidn enzimitica del péptido.

14



ANTECEDENTES ESPECIFICO0S DEL TRABAJO: LA DEGRADACIOR DEL TRH

Desde hace mucho tiempo -su_ §a6é édé__éf ;IﬁH"es_;rgpidamenlc
degradado cuando se incuba con sue?o”iBO).-.homogehados o. fracciones
subcelulares de cerebro o de otfos_ iélid0Q _(Bl). Las actividades
enzimiticac responsables de tal_dgéySdééﬁoﬁ__Ban sido parcialmente

caracterizadas.

-Enzimas solubles de teiidos.

~-Piroglutamzlo aminopeptidasa | (FGA 13,

Beta enzima ha sido purificada de 1la fraccl@n soluble de
homogenados de tejidos: hipotdlamo (82), cerebro (B3}, higado (B4). La
P6a I (E.C. 3.4.19.13) hidroliza al TRH hasta pGlu + His-ProlH2; tiene
un peso molecular de 28,000 (85); pH 4ptimo neutro, con una Km de 45 ui
para TRH (86); es una tiol proteasa va que es inhibida por agentes
bloqueadores de los grupos ticl y necesita de ditiolreitel (DTT) para
expresar su aclividad (B7)., La PGA 1 utiliza como sustratos tanto
péptidos naturales: LHRH, ogastrina y neurotensina; como péetidos
sintéticos: pGlu-ala, p6Glu-His, pGlu-B-naftilamida que presenten
dcido piroglutdmico en el amino terminal (87). Su distribucidn regional
en cerebro es homogenea (88), mientras que a nivel subcelular estd
enriquecida en 1a fraccion citosédlica v no en el sinaptoplasma (8%,90).

Esta enzima ests amplifamente distribuida en otros déroanos (91).




~-Proli) endopaplidau: (IR,

En fracciones solubles de hipotilamo se detectd la presencia de
una enzima capaz de degradar al TRH para formar TRH scido (pGlu-His-
Pro) (B2): 1la enzima aiclada (92) fue identificada como serin proteasa
(93). La purificacién y propiedades de esta enzima demostiraron que se
trata de una prolil endopeptidasa (E.C. 3.4.,21.25), o sea una enzima
que hidrolliza pédptidos an la unién peptidilprolll-péptido y peptidil
prolil-aminoscido, excepto 1la unildn prolil-prolina (94). Tiene un pato
molecular de £5,000; pH Spltimo entre 7-8 (87) y tiene una Km de 2400 ulN
para al TRH (84).

La distribucién regional de la PE as homogenea en cerebro de rata
{(94); se encuentra en La fraccidn soluble de homogenados (92,95) y a

nivel subcelutar astd enriquecida en el citosol y no en el

-sinaptoplasma {(90).

Existan evidencias de que 1a PE se encuenira concaptrada en

células nauronates mis que gliales (95,97). Esta enzima esl4 presente

an diversos telidos {99).

~-Papal fisioldgico de la PGA | y PE.

fi pesar de que la PGA T y la PE degradan al TRE in wvitro, no
existan evidancias para asignarles un papel fistolégico an inactivar al
TRH in vivo, ya que no aestin concentradas a nivel de las terminaciones
nerviosas y que tratamientos in vivo e in vitro con inhibidores de
estas enzimas han producido raesultados contradictorios: en el

laboratoric hemos ohservado que inhibidores espec{ficos de estas
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enzimas (99,100) no afectan el contenido ni la liberacién de TRH en
disiintas vreglones del cerebro de roedores (101}; mientras que olros
autorss utilizando inhibidores inespecificos observaron que la
inhibicién de las enzimas solubles PGA I y PE aumenta los niveles de
TRH intracelular, asi{ como los de su liberacisén basal y estimulada con
potasio (102)., Ademis no existen evidencias de que gstas enzimas sean

liharadas al espacio sxtracalular,

—Enzlma‘memhranal: plroglutamatec aminopeptidasa 11 (PGA 11).

El 90% de la actividad degradativa de TRH en cerebro es soluble,
sin embargo en membranas sinaptosomales se delectd una actividad
enzimitica capaz de dagradar al TRH (103). Yrabalando con membranas
totales de cerebro o sinaptosomas se demosiré la existencla de una PGA
distinta da 1a PGA I, que no nacesita ITT para su expresidn, paro es
inhibida por DTT y 4cido etilen diamino tetra acético (EDTA) (104,105).
Esta PCA 1 (E.C. 3.4.19._) se encuentra enriquecida en membranas
sinaptosomales (90,106) wmis especi{flicamente sobre !a  membrana
" plasmitica de los sinaplosomas; estudios hechos sobre la enzima
purificada (107) demuestran que es una metaloproteasa (164}, con un PH
de 230,000 (106), vy un pH Sptimo de 7.4 (107). La PGA !! muestra una
alta especificidad para TRH (105), ya que solo degrada tripéptidos muy
semejantes a TRH como pGlu-His-Trp, pGlu-His-Pro y pGlu-His-Gly;
péptidos naturales p6lu-X no son degradados por 1a PGA II (107}, La Km
de 1a enzima es de 40 uM para el TRH (107). Estudlos del sitio activo
de la enzima demuestran que los residuos tirosina, arginina e histidina
son necesarios para la expresién de la enzima, ¥ posiblemente esten

localizados en el sitto activo de ésta (108), La PGA Il puriticada de
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cerebro de coneldo muestra las mismas caracterf{sticas que 1a PGA 11 de
cerebro de rata y cuyo (109). La PGA Il se encuentra esencialmente en
cerebro {(99). La especificidad y la localizacidn de la PGA 1! sugieren
que la enzima pudiera tener un papel fisloléalco relevante en 1a
inactivacioén del TRH. Estos hechos son la base de los objetlves del

prasente trabajo {(ver adelante).

-Enzima de suero {(tiroliberinasal.

En suera, Bauer (110) ha descrito una actividad enzimética que
degrada al TRH; <e trata de una actividad de piroglutamato amino
peptidasa (PGA) especifica para el TRH (110); de 2860000 daltons de paso
molecular; pH &Sptimo entre 6.5-8, con una KEm de 50 uM para TRH. Esta
enzima es (inhibida por DTT y EDTA sin ser atectada por benzamidina;
sugiriendo que la PGA de suéro ( tiroliberinasa, E.C, 3.4.11.8) no
pasae caracteristicas ni de serin proteasa ni tiol} proteasa,
necesitando de wun metal para su expresién (1t1). La tiroliberinasa
degrada al TRH en pGlu + Kis-ProNH2. Friedman ¥y Wilk €112) han
demostrado que estla enzima es la responsable de la degradacidn de TRH

en suero.

Se ha sugerido que la PGA de suero posee un papel flsioldaico
importante, ya que an la sangre portal coexiste con el TRH; 1la
actividad de PGA se incremanta con inyecciones de triiodotironina
(113,114), y poarque 1a degradacian de TRH en suero exhibe cambios
cindticos durante el desarrollo ontogendtico {108,109); es decir, que
mientras el TRH es ripidamente degradado por suero de rata adulla, es

muy estable en suero de ratas recien nacidas. La dearadacidn enzimatica



de TRH en suero, pudliera contribulr al balance de la secrecidén de TSH,
determinandeo el numero de moléculas de TRH disponibles para Llos

tiretropros.

La PGA 1II y la tiroliberinasa tienen una aran similitud en sus
caracteristicas fisicoquimicas, por lo que se ha sugerido que ambas

pudieran proventr de un mismo gan.

~Degradacién de los metabolitos de TRH.

Una wvez que el TRH ha sido hidrolizado por accién de las enzimas
ya mencionadas, los metabolitos generados por éstas puedén ser

degradados por diferentes enzimas.

El His-ProNH2 generado por la accidn de la PGA I y/o PGA I! puade
ciclizarce de manera no enzimitica a histidil-prolil-dicetopiperazina
" {DKP), o bien ser degradado hasta His~Pro por una postprolil dipeptidil
aminopeptidasa (PPDA) tamhién 1lamada dipeptidil aminopeptidasa IV (DAP
fv; E.C. 3.4.14.5) (103), que en el cerebro se encuentra enriquecida en
membranas sinaptosomales (90,117). Esta enzima es una serin proteasa,
con un pH éptimo entre 7.8-8B.7 (118); 1a DAP IV presenta actividad de
exopeptidasa con especificidad para pdptidos de estructura A-Pro(Ala)-X
donde A= aminodcido, X= aminodcido, pépiido, amida o éster (119). La
enzima es inhibida por el antibistico bacilra;lna (117). Reclentemente
se ha vreportado la presencia de una DAP IV en la fraccidn soluble de
cerebro que difiere de la membranal por su sensibllidad a inhibidores

(120).

Se puede genarar ProNH2 a partir de His<-ProNH2 por accién de una
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histidil prolinamida {midopeptidasa (121). Esta enzima esta unida a
membranas de cerehro (81,90,95), pero a nivel subcelular no estd

enriquecida en alguna fraccidn en particular (?0).
La imincreplidacs pucds originar prolina de la ProNH2 (85).

El TRH 4cido pucde ser degradado a his-pro por la PGA I, este
metabolite puede dar orlgen a His + Pro, por accidén de 1a

imidodipeptidasa (85),

Las enzimac que originan prolina estan distribuidas en todas 1las

fracciones solubles (95), sin un enrequecimiento en particular.

~Papel de los melabolitos de TRH.

El proceso de dagradacidn del TRH no solo termina la actividad
bioldgica de éste, sino tambilén pudiera generar nuevas actividades

bioldgicas.

La his-pro-dicetopiperacina (DKP)} ha mostrado tener efectos
similares o contrarios a los provocados por el TRH. Por ejemplo en el
ele endscrino, Sse obsarvd que dosis fisioldgicas de DKP inhiben 1la
secrecién de prolactina en mono rhesus (122). También se ha demostrado
un efecto inhibitorio de la DEP sobre la secrecidn de prolactina tanto
en células GH3 en cultivo (123) como de hipdfisis extratdas de ratas

lactantes (124),
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- Regulacidén de la dagradacion.

Los mecanismos que regulan los niveles de TRH in wvivo, pueden
darse a distintos niveles: sintecis, liberaclédn o degradacién. 4 nivel
de degradacidn, se ha propuesto que ésta puede ser un mecanismo
regulador de los niveles de TRH activo, ya que se ha encontrado camblos
en la actividad especiffica de la enzima tiroliberinasa, seguin el estado
tiroideo del animal: en animales hipertiroidecs se incrementa la
actividad especifica, mientras que en animales hipotircideos disminuye
{113); estos datos ya han sido confirmados {125). Recientemente se ha
reportado el mismo efeclo del estada tiroideo sobre la PGA 1T

adenchipofisiaria (126,127).

Lz regulacidn de las hormonas tiroideas sobre la degradacidén de
TRH en suyero y por membranas de adenohipéfisis, asf como la epresencia
de 1as enzimas espec{ficas tiroliberinasa y PGA I! apoyan la propuesta
de que la degradacidédn enzimitlca de TRH pudiera tener un papel

regulatorio en sus niveles, por lo menos a nivel sangre portal-

adenchipdéfisis.
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nGlu-Bic-ProHH2

PGA
His-ProHWNH2 pGlu-H{s-~Pro
( TRH-OH)
HP1 PPDA PGA

L 4
DKP ProWNue His-Pro

Pro Pro

FIGURA 3. VIA CATABOLICA DEL TRH POR ENZIMAS DE CEREBRO (BAUER, 1981).

PGA: Pircalutamato amino peptidasa.

PE: Prolil endopeptidasa.

PPDA (DAP IV): Postprolil diamino peptidasa.
HPl: Histidil prolil imidopeptidasa.

I1: Iminopeptidasa.

PD: Prolil dipeptidasa.
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~0BJETIVOS.

Se ha propuesio que las enzimas degradativas de neuropdptidos
participan de una manera importante en la regulacidn fisioldgica de 1a
actividad de los neuropéptidos una vez que son liberados a la sinapsis,
como en el caso de las metaloproteasas membranales que degradan las

encefalinas (1285,

Sin embargo la concentracién extracelular del péptido disponible

para su receplor, puede solo ser afectada por enzimas membranales o

solubles extracelulares. Lla PGA 1| y la PE quedarfan sin intervenir en

la inactivacién del TRH una wvez que este fuera 1liberado al espacio
extracelular y hava interactuado con su receptor espec{fico, porque su
distribucién y los efectos de inhibidores sugieren que no entran en
contacto con el TRH; de aqui 1la importancia de una enzima membranal
para inactivar al TRH en sinapsis.

Para desarrollar un melor entendimiento del papel que Jjuega la PGA

I1 en la degradacién del TRH, es necesario saber <i existe wuna

correlacién entre la distribucion del TRE, sus receptores y la enzima;

ast como determinar si su topologfa en la membrana es la adecuada para
degradar al TRH extracelular. Los ohletivos de] trabalo fueron:

1. Estandarizar un método especifico para determinar }a actividad
enzimatica de la PGA Il en carebro.

2. Daterminar 1la disetribucidn regional de la PGA L1 en el cerebre de
rata, para saher si existe correlacidn entre 1a enzima, TRH y sus
receptores.

3. Determinar si el sitlo activo de 1a enzima esti localizado
adecuadamante para degradar al TRH 1liberado, o sea si ests

localfizada en la cara externa de la membrana plasmitica.

A
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MATERIALES Y METODOS.

¥a que la mayor parte de los métodos ¥y resultados fueron
publicados (ver articulos anexados al final del presente trabale), solo

describiré aquellos que no estdn inclufdos en dichos artfculos.

-Animales.

Se wusaron ratas machos Uistar de 200-300 gramos de peso corporal,
mantanidas en condiclones controladas de luz (12 horas al dtfa), con

Alimento ¥y agua ad libitum.

~Purificacisén del CH-Pro)-TRH.

En todos los exparimentos reallzados se (rabalé con TRH
radiocactivo previamente purificado, con el fin de evitar ancubrir los
matabolitos ya existentes en el reactivo, con los producidos en los

ensayos de degradacidn.

Para aeasto, el TRH radiocactivo se aplicé sobre una placa fina de
alta resolucién (Uhatman HPKF), la cual se corrié an =1 sistama
cromatogrdfico cloroformo:metanol:hidrdxido de amonlo 95:3:1 v/viv
(solvente I). En otro carril se aplicé TR frio como estindar, y s«
reveld con =l reactivo de Pauli; 1la zonma qua comigrd con el estandar

fue recortada y extraida con un ml de matanol al 90%.

La pureza del TRH radiocactivo se varificd por cromatografia en

rlacas de sf{lica gel G 40 (Nerck 5724) con el solvente E. La




radioactividad fue extrafda con 1 ml de metanol al 0% y determinada

por conteo de centelleoc liquido con solucidn de Bray (129). La pureza

obtenida fue enlre 54-58%,

-Fraccionamlento celular.

—-Nétodo I.

Los animales fuaron sacriticados por decapitacidn y los cersbros

disecados se homogenizaron al 107 p/v en bulter Tris-HC1l SO m¥ pK 7.4

con un homoganizador Potter Elvehiem.

El homogenado fue centrifugado a 1000 g durante 15 minutos, el
sobrenadante se mantuvo a 4 °C, mientras la pastilla fue lavada, Los
dos sobrenadantes (fraccidn soluble celular, organelos y membranas) se
duntaron para ser centrifugados a 100000 g durante 60 minutos. EI
sobrenadante constituye la fraccién soluble (S II), La pastilla fue
rahomogenizada y centrifugada una vaz mis para obtener 1la Ffraccidén

membranal, que fue reasuspandida en buffer Tris. Todo el fraccionamiento

se realizé a 4 “C.

--Nétado 1tl.

Se indica en al articulo ndmero uno anaxado al final del trabajo.

--Preparacién de sinaptosomas.

Se indica en el articulo numero 2.
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~Efacto dal lavado de membranas con NaCl.

Carebros homogenizados al 10Y. p/v con buffer Tris-HCl SO0 mA pYH 7.4
fueron centrifugados a 1000 g durante 15 minutos. La pastilla fue
lavada y 1los sobrenadantes mezclados se dividieron en dos partes
tguales; despuds da centrifugarlos a 100000 g durante &0 minutos a 4°C,
las pastillas fueron resuspendidas en buffer Tris en presencia o
ausencia de Natl 1 N y recentrifugadas. Ambas pastillas se

resuspendieron en buffer Tris sin RaCl.

~Actividad de PGA 1l en mezcla de membranas de lébule olfatorio ¥

médula espinal,

Las fracciones membranales de 1ébule olfatorio ¥y médula espinal
fueron obtenidas por el métedo II; se resuspendieron en buffer Tris-HCI
SO mH pH 7.4 ¥ sé”dulurminé la actividad en ambas regiones y mezclas de
1. olfatorio: m, espinal 1:1, 1:3, 1:10 ¥y 1:20 respactivamente, en base

a su contenidu protéicu.

-Efecto del Tritdn X-100 sabre la actividad de PGA II de 1. olfatorio ¥y

m. espinal.

Las mambranas dea los telidos fueron obtanidas con @] mdtodo II, e
incubadas con Tritén X-100 al ¥ concentracidn final durante 10
minutos a 37 °C. Las membranas fueron recuperadas por centrifugacién y

la actividad de PGA Il determinada en el sobrenadante y membranas,




-PBaterminacion de protlefinas.

Se tomd una altcuota tanto de la fraccidén § 11 como de la fraccion
membranal, para hidrolizarlas con NaOH 1N y determinar la concentracién

de proteinas por al método de Lowry (130), usando albumina bovina como

estindar.,

-Degradacién del TRH

1. Condiciones experimentales 1iniciales utilizadas para el desarrolle

del método de medicién de la PGA I1.

100 ul de $§ Il (0.1-0.3 mg de proteina) o memhranas {0.2-0.6 mg de
proteina) fuaron preincubadas por duplicado en buffer Tris-HC1 SO mN pH
7.4 a 37 °C durante S minutos; al tiempo O, 10 ul de TRH radioactivo
(100000 cpm) fueron afadidos. La reaccidédn fue terminada a los &0

minutos con 110 ul de 4cido acético al 40%.

4 otras alicuotas de las fracciones se les agregd un volamen
{aual - de buffer con los agentes a utilizar y a la concentracidn final
desaada., Dos diluciones m&s de la fuente enzimidtica fueron hechas para

estar dentro de laec condiciones de linearidad y acercarse a la

valocidad inicial.

A las muestras de reacclén acidificadas se les agread una mezcla
de TRH y sus metabolitos como acarreadores, se centrifugaron a 12000 g
durante 30 minutos para sedimentar protefnas., Los sobrenadantes fueron
destipidizados con é&ter saturade en icido acético al 204, ¥ ée

1levaron al 90% «/v con metanol (en esta suspensidédn el TRH y sus



metabolitos son solubles, paro precipftan aun macromoléculas), Los
sobrenadantes saeparados por centrifugacicon & 12600 g, we ovaporaron a
sequedad an un evaporador vrotatoric de marca Savant SVYC-200 y
fuaron resuspandidos en 20 ul de metannl al 90%4. Con este método de

anilisis se da tiempo a que el His-ProRH2 so ciclice a DKP.

Las muestras se aplicaron sobre placas cromatoaraficas de sflica
gal G &0, Junto con esté&ndares de TRH y sus metabolitos. La
cromatograffa se desarrollé con el solvente ya mencionado. Los
estindares fueron revelados con el reactivo de Pault, excepto prolina y
prelinamida que lo fueron con isatina. Los Rf fueron los siguientes:
TRR-0H 0.31, His-Pro .34, TRH 0.54, ProNH2 0.77 y DKP 0.85. 1los
carriles de las muestras se }ec°rlaron de cm en cm (2 cm de ancho por 1
em de large), cada reclingulo fue puesto en un vial para centelleo
l{quido, los pdéptidos cluidons con | ml de matanol al 904 vy  finalmenle
se agregd solucidn de Bray para delerminar ia radicactividad en un

contador de centelleo liquido.

En este sistema cromatogradfico His-Pro y TRH-OH por un lado, y DKP
y prolinamida por otro, miagran muy Juntos. Los picos de radiocactividad
correspondientes a esios metabolitos fueron recromatoegrafiados en un
segundo sistema cromatogrifico: isopropanol-agua-hidroéxido de amonio
80:29:1 w/iv/v , sistemar nque separa Wiy -Pro de TRU-OE y DKP  de
prolinamida. Los Rf en ecte sistema son: TRH-0H 0.47, His-Pro 0.6, UOKP

0.62 y ProNH2 0.28,

2. Ensayo aspecifico d= la PGA II. Se indica en el artfculo ndmero 1.

3. fndlisis estadistico. Se utilizé la prueba de t de student.



RESULTADOS.

1) DESARROLLO DEL ENSAYO ESPECIFICO DE LA PGA 1I.

Para poder determinar especi{ficamente la actividad de la PGA II,
fue necesario estandarizar un método en el cual no se expresaran ntras
actividades anziﬁalicas capaces de degradar al TRH o a sus metaholitos
una ve: que la PGA Il hubiera actuade. Asi aseguramos que solo estamos
midiendo la actividad de 1la PGA Il vy no la suma de difarantes
actividades. Este método se estandarizé para medir la actividad de PGA
11 por aparicién del producto Hie-ProNH2-DKP, & partir de TRH como

sustrato.

Se analizé el palrdn de degradacidén de H-TAH tante en fraccién
csoluble como membranal de cerebro en distintas condiciones, para
conocer cuales son las actividades solubles que pudieran contaminar 1la
fraccidn membranal y cuales pudieran ser membranales e interferir con
12 medicién de 1a PGA 1}, vya que pudieran competir por el TRH o
dearadar el His-ProNH2 con el reasultado que la cuantificacién de la PGA

Il quedaria mal estimada.

En la figura 1 se muesira una relacidn lineal proletna-qctlvtdad
de la fraccion § Il {ncubada con buffer Tris-DTT (2 mM)-EDTA (ImH), ¥
de la fraccidn membranal {ncubada c¢on buffer Tris. Estos datos
demuestran que con el rango de conceniraclén de protetnas utilizado

estamos estimando la wvelocidad inlclal de la raacelén.

o}
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-Patrén de deavadacian del TRH por S 11,

En la figura ndmero 2 se muestran los resultados del andlisis de
degradacian de 3H-TRH por SI1 en buffer Tris-DTT-EDTA, determinados por
cromatografia en capa fina, los metabolitos producidos son: DKP, TRH-0OH
y ProNH2. En estas condiciones en las cuales la fraccién S5 11 es
incubada en presencia de agentes que protegen a la PGA 1, camo DTT v
EDTA, hay formacidn de DKP. En su ausencia la formacién de DKP
disminuye. Ademds cuando pGluBnaftilamida ( un inhibidor competitivo
Ppara la PGA ! pero no para la PGA I1 (tabla 1)) es utilizada aun en
presencia de DTT-EDTH no hay formacidn de DKP. Estos datos confirman

reportes previos donde demostraron que la PGA 1 es la rasponsable de la

produccidn de DKP por § 1I.

En las condiciones en las cuales la fraccidn § Il es incubada con

buffar Tris-Bacitracina (un inhibidor de la PE) (2.5 mM) no hay
formacidén de TRH-CH, Estos resultados son congruentes con reporles

anterjores 1{indicando que el TRH puede ser degradado por actividad de

prolil endopeplidasa presente an § 11 (tabla 1).

La ProMH2 sigue el patrén de aparicidn de DKP, sugiriendo que este
metabolito es derivado del His-ProNHZ por accidn de una histidil prolil
imidopeptidasa soluble antes de <ciclizarse a DKP, y no de la

degradacidn directa del TRH (tabla 13J.

En ninoguna de las condiciones de incubacién de Ya fraccidn S 11

hubo formacién de prolina.
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-Patrén de degradacidn en membranas.

Kembranas incubadas solo con buffer, producen DEP, ProNHZ e
His-Pro; 12 no aparicién de TRH~0H sugiere que dstas estdp limpias de
contaminacion por PE ¥y otras enzimas solubles. La formacién de His-Pre
es inhibida por bacitracina, mientras que 1la de DEP es incrementada,
Estos datos indican que existe una competicidn entre la ciclizacidn de
His~ProNHZ y su dearadacién a His-Pro por la DAP IV, enzima cuyon

componentre mambranal es sensible a bacitracina {tabla 1).

OTT-EDTA tInhiben la formacidn de DKPF; esio es coﬁsislente con el
hecho de que las membranas estan limpias de contaminacién por PGA,.I, y
que DTT y EDTA inhiben la PGA 11. &1 igual que en la fraccidn soluble
1a produccién de ProNHZ sigue el patrén de aparlicidn de DBEP zugiriendo

que sy formacidn es debida a un corte secundario del TRH, a partir de

His-ProHHZ .{tabla 1).

Los resultados obtenidos demostraban entonces gque 1a incubaciédn de
las membranas en buffer Tris-Bacitracina es 6ptima para la actividad de
la PGA 1II, ya que se encontraban inhiblidas PE y PGA 1 (que pPudieran
competir con la PGA Il para degradar TRH), asf{ comc DAP IV membranal
fcuya actividad disminliria el valor de His-ProHH2 detectadod). Sin
embargo, las condiciones no eran todavia éptimas porque existfa 1la
posibilidad que parte del His-ProNH? producido se fuera degradando a
ProNH2. Para resolver este problema se rez2lizaron los siguienle;

exparimentos.
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-Efecto de NaCl sobre membranas.

¥a que en la fraccidn scluble como membranal hay produccién de
prolinamida, se determind si la enzima responsable para su produccidn

an mambranas era un contaminante soluble.

Las fracciones membranales Incubadas en presancia de bacitracina y
lavadas o no con NacCl fﬂ, geanaran cantidades similares de DKP y ProNHZ2
indicando que la aparicidén de prolinamida es intrinseca a la wmawmbrana

{tabtla 2).

~Inhtbicidn de 1a produceiédn de ProNH2.

Una wvaz demostrado que la produccidn de ProMH2 es 1{inirinseca de
1as membranas y para no subestimar la actividad de 1la PGA II, era
importante inhibfir esta Gltima. De acuerdo a Natsui, la Imidopeptidasa

{IP) es inhibida por N-ethilmaleimida (NEN).

Utitizando difaerentes concentracions de NEM, se mostréd que la
produccién de ProNH2 es inhiblda enlre concentraciones de 1-2.5 md de
KEM, sin ser afectada la PGA II (tabla 3), confirmando que la

produccldn de ProNH2 es por accién de la IP.

Entonces, utilizando buffer con bacitracina y NEM que inhiben a ia
DAP IV e IP respectivamente,asf{ como PE y PGA I, 4e puede cuantificar

solo ta actividad de PGA II.
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-PGA [] en membranas oblenidas por diferentes métodos.

El método de la obtenclén de las membranas que se utilizéd en los
experimentos anterlores toma tiempo (3-% horas). Para obtener de una
manara mdAs rdpida la fraccién membranal, sin perder actividad de PGA
Il, se compard ta actividad de la enzima en membranas obtenidas por
este mdétodo con la obtenida por un método mis ridpldo (métedo I[1)., La
actividad total de la enzima, determinada como produccién de DKP, es la

misma an amhos métodos, por lo cual se optd segulr trabajando con el

método 11 (tabla 4).

~-Determinacién de ta actividad de la PGA 11 wutilizando papel de

intercambhio iénico.

Tambidén se optd por delerminar de manera mis riplda la actividad
de PGA midiendo el His-ProlH2 por cromat&éra!la en papel de intercamblo
idnico. Una alfcuota de la mezcla de incubacién (membranas + TRH) puade
ser puesta directamente sobre el papel, parando de asta forma 1la
reaccién, sin necesidad de hacer extracciones cemo en el caso del
Aandlisis de dcgradacién_cn capa fina. Una vez corrida la cromatograffa,

se corta el primer cm (His-ProNHZ queda en el origen, miantras que TRH

“migra), <e pone &n un vial para centelleo liquido, es extraido con un

ml de NH40H 11X y se agrega solucién de Bray para delerminar 1a
radioactividad en un contador de centelleo 1l{quide. En esla?
condiciones His-ProNH2 no se cicliza. Betaerminando 1a actividad con

astle mitodo se obtienen valores semelantes a los observados con el

método de capa fina para mediv DKP.



11) DISTRIBUCION REGIONAL DE LA PGA Il EN CEREHROD.

Con el método va estandarizado para obtener membranas y medir 1a
PGA 11, se prosiguld a determinar su distribucién en raegiones
cerebrales, Ltrabajando con regiones ricas en TRH (n. accumbens-septum
lateral, hipotdlamo, 1. olftatoric), moderadas (mesencefalo, puente,
region cervical de m. espinal, m. ohlongada) y balas (adenchipdfisis,

corteza cerehelar, hipocampo).

Las reglones presentando alta actividad de PGAI! son 1. oltatorio,
hipocampo, n. accumbans, corteza poslerior cerebral e hipotdlamo;
seguidas de corteza cerebelar, neurchipdfisis ¥ mesencefalo que
presentan de dos a cinco veces menor acltividad que las anteriores; con
una actividad de bhasta t0 veces menor a las primeras son: m.

oblongada, adenochipdfisis, puente y medula espinal (articulo 1).

La distribucién de La enzima se determind con una concentracidn
final de sustrato de S0 nM; vya que la Km de la enzima es mucho mayor
{45 ul), entonces en nuestras condiciones experimentales, sustratos
enddganos de la PGA Il pudieran estar compitiendo con ¢! TRH; adamis un
error en la cantidad de cpm de TRH amadido en el ensayo pudiera inducir
a eastimar i{nadecuadamente la actividad de PGA !1., Por 1o tanto se
daecidid comparar los resultados obtenidos con rasul tados da
experimentos trabajando con concentraciones mis altas de sustrato. Parg
determinar la concentracidn ideal de sustrato { o sea una cancentracidn
alta pero no tan alta que se diluye demasiado el FH-TRH) se anadid TRH
frio Al H-TRH para generar varias concentraciones finales (lds ' IJ‘.
5 X 10-7, 167 5 x10% H). A la concentracién de 10°H ya no es

pasible observar la presenclia del metabolito radiocactivo por efecto de
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dilucién; a 10 K la senal se amplifica 10 veces (figura 3); esta
concentracion de de sustrato fue utilizada para ensayos de la enzima en
algunas regiones, ¥ en los experimentos subsecuentes. fprovechando esta

serie de diluciones se determinéd la Km aparente de la enzima que fue de

4 uN {(figura 4),

En las regliones donde se determind la actividad de esta enzima a3
-6
10 N de TRH el orden de las ragiones no varfa (tabla S) por lo que so

confirma la distribucién estimada a S5 % 10-8 M.

Con el fin de conocer si la distribucidn heterogénea de la PGa Il
en cerebro se debiera por un lado a la presencia de wuna inhibidor
intrinseco de 1la enzima en aquellas regiones donde la actividad es
haija, o por otro lado, al enmascaramiento de la enzima por
interacciones con lt{pidos de membrana de estas realones, se realizaran

los siguientes experimentos.

La actividad de 1a PGA Il fue determinada en membranas de 1,
olfatorin, m. espinal y mezclas de dstas 1:1, 1:3, 1:10 y 1:20 en base
al contenidn protéico, Los resultados son muy similares a lo

esperado, suponiendo que no existe tal inhibidor (tabla &).

Por otro lado, las membranas de ambas reglones fueron tratadas con
Triton X-100 a una conceniracién final de 1%L y recuperadas por
centrifugacidn, La actividad se midid en sobrenadante y en membranas)
en ambas reglones la actividad especifica de la enzima aumenta en
membranas Atratadas con el detergente respecto al control, esto es
debido a que se solubilizan preferencialmente otras protefnas
memhranales, perec la cuma de las actividades de la fraccién scluble vy

membranal es 1gual a la actividad de membranas controles. Estos

"
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resultados indican que nn hax_ﬁn enmascaramlenta de Ta-fgﬁgima (tabla

7).

” Fidélﬁente no se encontré correlacisn énf?éﬂla=disiriﬁucldﬁ;de la
- PGA I y algunos parimetros del TRH: sﬁésanéiégténQOQEﬁds;.iiberacidn

in vitro basal o estimulada, o receptores !éfi?curqilf{

111) TOPOLOGIA NE LA PGA T1 EN NEMBRANA.

-La distribucidén regional heterogénea de la PGA 11 sugicre que esta
enzima tiene un papel especi{fico, ¥y pudiera estar involucrada en la
lﬁactivac!dn del TRH sin emhargo la PGA Il debiera estar localizada
Kestralegicamente en las membranas para inactivar al TRH en el espacio
extracelular, El siguiente punto fue determinar si el sitio activo de
1a enzima estd orientado hacia la cara externa de membranas

sinaptosomales.

- Efecto del chogue osmético y tratamiento con detergentes <sobre 1la

PGA I sinaptosomal.

La lfsis por chogue osmético de sinaptosomas intacles no
tncrementd 1a actividad de PGA 1] de manera significativa (artfcule 2);
la falta de un aumento en la actividad de sinaptosomas lisados no se
debid a la pérdida de prote(na membranal o a la inactivacién de Ila
enzima durante la recuperacidén de memhrénas despuds del choque osmatico
(articulo 23, El tratamiento de sinaptosomas con Triton X-100 o
saponina incrementé la actividad 12 y 42% respectivamente {artfculo 2).

Solo el ultimo efecto fue significativo. La saponina redujo un 10% 1la



actividad dec PGA 11 purificada, lo cual indica que la falta de wun
incremento mayor de la actividad de la enzima, no se debiéd a 1a
fnactivacidn por saponina. Estos datos sugieren que mas del S0Z del
sitin activo de la enzima estd orientadeo hacfa el lado externo de las

membranas.,

- Efecto de la tripsina sobre 13 PGA ! sinaptosomal

Para chtener mayor evidencia que la PGA Il o gran parte de ella es
ectoenzima, sinaptosomas intactos fueron sometidos a tratamiento con
tripsina gl cual redujo la a;tivldad de PGA Il entre 70-80% sin afectlar
la actividad de LDH, sugiriendo que la inactivacién se debe a wuna
protedlisis de ectoprotefnas y no a wuna protedlisis genaral d=e
proteinas sinaptosomales. Esta disminucién de actividad no se debid a
una inactivacidn de la PGA Il por sI sola, yva que fue muy estable hasta
los 20 minutos de tncubacién (articulo 2), Estoes resultados apovan 1la

hipédtesis de que gran parte de la PGA Il es una ectoenzima.

LA ]
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FIGUERA 1. La actividad degradativa de TRH fue determinada
tanto en la fraccién soluble como en la membranal, a
partir de 3 concentraciones de enzima. A: fraccidén SII en
‘presencia de bufter Tris-DTT-EDTA. B: fraccidn membranal
en presencia de huffer Tris. Determinacidén de dos
experimentos. :
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FIGURA 2

Patrén de degradacidn des H-fRH por SII en bufter Tris-HC1
SO mM pH 7.5~-DTT{(2 mH)-EDTAC1 mM). Andlisis cromatogrifica
en capra fina con el solvente cloroformo:metanol:hidrdxido

(95:3:1 v/iv/v/).

Los picos correspondientes a (TRH-DH)-(His-Pro) y {(ProNH2)
-{DKP) fueron recortados, eluidos y recromatogratiados en
un segundo sistema: 1isopropanoliagua:hidréxido de amonio

(70:29:1 v/v/v/); representados en las graficas 8 y C.

Recromatografia del pico (TRH-OH)-(His-Pfo) del primer

sistema; muestra solo la presencia de TRH 3dcido.

_ Recromategrafia del pico (ProNH2)-{DKP} del primer

sistema; se detecta la presencia de ambos metabolitos.
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TRH-OH
CTris-BTT-EDTA - . - 1004 146) 100  St4)
Tris-Bac 1447063 ERTIE
Tris-BAC-DTT-EDTA 107 {2y 0. (2
Tris-BAC-pGIUBRAF = 0 (2) 0 (@
Tris-pGluBNAF-DTT o 2 105 2
Tris-pGluBNAF-DTT-EDTA © (2} - . O  (2) %0 2y
HEMBRANAS
DKP ProNH2 His-Pro

Tris _ 100 +5(9) 100 +4(4) 100 4(4)
Tris-BAC 150 + 96 ) %x 11 +68) RTYS
Tris~BAC-DTT-EDTA 23 (2) 3 @ o 12

Tabla 1. Actividad de las enzimas que degradan al H-TRR en las
fraccionas solubles y mambranales de cereabro.

100 ul por duplicado de fraccién soluble (0.1-0.3 mg de proteinal
y membranal (0.2-0.5 mg de protefna) ocbtenidos por el método 1 fueron
prelncubados en presaencia de los agentes durante S minutos a 37°C; dos
diluciones mis de las fracciones fueron analizadas. La reaccidn fue
iniciada al agregar 10 ul de SH-TRH (100000 cpm), y lerminada al
agregar 110 ul de 4cido acdlico al 40), despuds de una hora da
fncubacién. Las concentracionas finales de Yos agentes on buffer Tris-
HCl S0 mN pH 7.4, fuaron: DTT 2 mH, EDTA 1 mM, bacitracina (Bac) 2.9
i, pirogluBnattilamida {pGluBNaf) 2.5 mN. Los productos de
degradacién se analizaron por cromatografia en capa fina. Los datos
estdn expresados como la media +error estdndar de 1a media de las
actividades normalizadas al control. Las actividades espacificas
promadio fuarcn: ean Tris-ITY-EDTA para Sil: 37 fmolas de DEP/min/mg
prat, 3 fmolas de prolH2/min/mg prot, 80 fmolas de TRH-OR/min/mg prot.,
y an Tris-HCl SO mM pH 7.5 para la fracclén membranal: 8 fmolas de
DEP/min/mg prot, & fmolas de ProNH2/min/mg prot, 15 fmolas his-
pra/min/ma prot. ® p 0.0005 comparando al grupo Tris DTT-EDTA y wx p
0.029 comparando al grupo Tris,

W



KP ProNHZ

CONDICION
CORTROL 18 +2(3) 9 +1(4)
TRATADO 16 +1(S) 10 +2¢6)

Tabla 2. Efecto del iavado con NaCl 1 M sobre la formacidn de DKP y Pro
NH2 en membranas.

€1 homoganado de carebro %e divididé en dos partes lquales, el
traccionamiento de uno de ellos fue tratado con NaCl &t K. La actividad
fue determinada en buffer Tris-HCl SO mN pH 7.4-bacitracina 2.5 mf; FEl
anslisils de degradacién fue hecho como 3¢ menciona en la tabla 1. Los
_resultados estén expresados como fmolas/min/mg prot. +el error estdndar
de la madia. =
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DKP ProNH2
CONDICION
Tris-BAC 11 3
Tris-BAC-NENM 0.2 mM 8 3
Tris-BAC-HEM 1.0 mH 13 0.2
Tris~BAC-NEN 2.5 mN 13 0.3

Tabla 3. Efecto de la N-ethilmaleimida (NEK) sobre la produccién de
ProNH2 y DKP en membranas.

La fraccidén membranal de cerebro oblenida por el método I fue
pretncubada en butfer Tris-HCl SO mf pPH 7.4 con los agentes a ensarar
durante S minutos a 37°C y !a actividad enzimitica determlnada como se
indica an métodos. Los resultados, promedio de dos experimentos, estin
exprasados ean fmolas/min/mg prot. El 2 de variacidén de los duplicados
es dal 10%. El anilisis de degradacidn fue hecho como se meancfona en la
tabla 1.

a4
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 PGA 11

Método 1 90 +1216)
Ratodo 11 97 + 616)

Tabla 4. Actividad de la PGAIl en mambranas de cergbro preparadas por
dos médtodos de fraccionamiento.

Hembranas totales de cerebro fueron obtenidas por el método 1 vy
[1; ta actividad fue determinada en buffer Tris-HCl SO mH pH 7.4 en
presencia de bacitracina y H-ethilmaleimida 2.5 m¥ c/u, como se indica
en la tahla 1. Tres concentraciones de enzima fueron utilizadas para la
determinactén. Los resultados estidn expresados en fmolas de
DKP/min/ml. + el error estandar de la media.
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FIGURA 3. Actividad de la PGA Il de membranas totales de cerebro, a
diferentes concentraciones de sustrato.

Membranas de cerebro fueron obtenidas por el mdtodo II; la
actividad de PGA Il y e] andlisis de degradacidn se indica
en gl artfculo 1, exceplo para la concentracidn final de
TRH. La actividad daterminada por triplicado se indica en
pmolas de His-ProRH2. )
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FIGURA 4.

Grafica de Lineweaver-Burke de la actividad de PGA II a
difterentes concentraciones de TRH.

Membranas totales de cerebro fueron fincuhadas con buffer

Tris HC1 SO mH pH 7.4, por triplicado en presencia de.

bacilracina y N-ethilmaleimida 2.5 _ml, a diferentes
concentraciones de TRE ¢ 5 X 10°%, 1077, 5 x 10677, 1061y
El andlisis de degradacidén se hizo como se indica en el
articulo 1. -
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PGAa 11
. -6 -8
REGION 10 N SXt10o N
L. olfatorio, ] 6.8 + 0.75 (8) 261 + 55 (9)
Hipocampo. 5.4+ 1.6 (&} 223 + 18 (J)
N. accumbens-septum lateral. 2.8+ 0.6 (A 178 + 23 (3)
Corteza cerebral posterior. 2.2+ 0.6 (M) 142 + 12 (4
Hipotdlamo. 1.7 + 0.4 (&) 135 + 22 (4)
H. oblongada, 1.2 4 0.3 (1) 36 4 10 (1)
Adenchipéfisis., 0.17& 0.07 (4) 3t 6 (4

Tabla 5. Distribucién regional de 1a PGA Il en cersbro de rata a dos
concentraciones de sustrato.

La actividad de 1la PGA Il se determind como se Indica en el
articuloe 1, a excapcidn de 13 concentracidén final de TRH. Los
raesultados expresados como pmolas (para 10°°M de TRH} o fmolas teara S
X 10™® N de TRH) His-ProNH2/min/mg de prot. muestran la media + 1a
‘dasviaclén estindar de la media. El numero de determinaciones se indica
entlre pardntesis.
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Tabla 6. Actividad espectifica de la PGA 11 en Ldbulo olfatorio, MHédula
espinal y me2cla de estas dos regiones,

La actividad cespecifica de PGA Il fue determinada en membranas de
1. olfatorio, m. espinal, mezclas de 4stas 11, 1:3, 1:10 y 1:20
respectivamente en relacidn a su contenido de protefnas. Los resultados
estidn expresados como la media 4 el error astindar de las actividades
especificas normalizadas al valor en @l 1. olfatorie., Las actividades
espacificas promedio pPara 1. olfatorio fue de 13 pmelas de His-
ProNH2/min/mg prot. Yy para m. espinal de 1.8 pmolas de His-
ProNH2/min/mg prot. El valor esperadn wignifica la actividad especifica
asparada en las mezclas de ambas regiones, en caso de que no exista
aladn inhibidor intrinseco de 1a PGA 11 en m. espinal,

]
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.. alfatorin,

Ho tratado.. 100+ 9 Ay

+
Sobrenadante. o " - A T 3Y g
Hembranas. 75 k6 (4
Soh. + Hem. _ 106 £ & (4)
#. espinal
Ho tratado. ' 1004 9 t4)
Sobrenadante. 6+ 9 (4)
Hembranas. 80+ 4 (4

Sob, + Mem. . 116 4+ 12 (4)

Takla 7. Efecto del Tritén X-100 sobhre 12 actividad de FGa (1.

Hembranas de 1. oalfatorio y m. eospinal obtenidas por el médtodo 11
fueron ‘incubadas con Trilén X-100 1% concentracidn final, durante 30
minuleos a 4°C. Las membranas fueron recuperadas por centrifugacidn v la
actividad de PGA !l determinada en el sobrenadante y membranas. Los
resultados estan expresados como 1a media 4el error estindar de la
media, de las actividades tolales normalizadas al! control tomade come
100%. El1 numero de determinaciones se indica entre paréntesis,

=



DISCUSION

LLa importancia de un mecanlsmo rapido de inactivacidn para los
neuropéptidos wuna vez liherados al espacio sindptico, se basa por un
lado, en 1a disponibilidad de los receptores para poder registrar la
1legada de un nuevo mensalje; y por otro lado, en la eliminacidn de los
péptidos remanenies en el espacio extracelular., Conocer el mecanismo
fisioldgico Qque regula los niveles extracelulares de estos péptidos,
nos permitird comprender mis sobre el funcionamiento da las neuronas
peplidergicas, 241 como aplicar estos conocimientos al tratamiento de

enfermedades mentales,

Se ha descrito la existencia de diversos mecanismos de
inactivacion para neurotransmisores cléisicos, los cuales pudieran
funrionar para los neuropéptidos tales como: al captura del
neurotransmisor luego de liherado, por la cédlula presindplica,
polsindptica o cdlula glial vecina; b)) modificacion covalente del
transmisor liberado; c) hidrdélisis enzimdtica de los transmisores. Por
otro lado, para hormonas polipeptidicas se ha descrito 1a
internalizacion del compledo receplor-transmisor por endocitosis

mediada por receploraes.

Se ha reportado la existencia de un mecanismo de acumulacién para
TRH en rebanadas de cerebelo (78) y de hipot4lamo (79}, fendmeno que
onurre con una VYmax muy baja; s$in embargo, en sinaptosomas no se ha
demoslrado la presencia de dicho fendmeno (131, Torres et al no
publicado), Adamis experimentos hechos con sinaptosomas y células

gliales muestran que na eXista un sistema activo de capturz de

._,
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Sustancia P (132)., El conjunto dec estos resultados y otros sugiere que

la captura no es un mecanismo de inacltivacién importante para los

neuropéptidns,

Existen algunas evidencias apoyando 1a hipdtesis de que exista

internalizacinn de los neuropéptidos, al menos en el eie hipotalamico-

adenohipofisfario, ya que se ha demostrado que TRH administrada

eydyenamente e¢  internalizade por los tirolropos vy lactotropos,

distribuyendose.en diversos compartimentos subcelulares (133). for olra
lado, se ha reportade que un agonista de LHRH es internalizado en
gonadotropos (134} y que al igual que TRH se distribuye subcelularmente
en diferentes compartimenios. Sin embargo, queda par definir cual es
la via metabdlica da astos péplidos luego de ser internalizados, ya que
. no se& sabe si son degradados por via lisosomal o por enzimas solubles o
no son degradados; asi como delerminar si este fendmeno es general para
estos y otros neuropdptidos en las diversas ragionas donde actuan como

naurotransmisoras.

En cuanto a la modificacidn covalenta, se ha reportado que la
forma acetilada de 1la alfa HNSH as la que se libera de la pars
intermadia de hipdfisis de anfibios (135}, no se sabe sl esta
modificactdn ocurre Justo antes o durante la liberacidn de la alfa HSH.
Se ha demosirado que la forma acetilada de este pédptido es mis potente
que la forma desacetilada; por otro lado, la acetilacidn de 1la q-
endorfina cancela su actividad bioldgica (135,137), lo cual sugiere
que las modificaciones covalentes, pudieran vregutar 1la actividad
hioldgica de los neuropéplidos. Al igual que para el wmecanismo de
internalizacidn queda por definir si este mecanismo puede generalizarse

para otros neuropéptidos y sl ocurre en otras regfones del cerebro.



El dltimo mecanismo, la degradacidn enzimitica, es ] fendmeno que
tiene wun gran nimero de evidencias, aroyandolo como @l responsable de
la inactivacidén de los nauropéptidos. Si bien, un neuropéptido puade
ser degradado por diversas enzimas, lo importanle es daterminar cual de
ellas Juega un papel fisioldgico en la {nactivacién, y si 1la
degradacién puede actuar como un slamento regulador de la funcidn del

nauropéptido.

El cbletivo del presente trabalo fue determinar si las
distribuciones regional vy subcelular de 1la PGA 1] son las adecuadas
para apoyar la hipdtesis de gue la enzima pudiera degradar al TRH |in
viva en la sinapsis. BDebido a que wun neuropéptido puede sufrir
diferentes corles primarios por diversas enzimas, el TRH ofrece una
gran ventaJ; como modelc para el @studio de la degradacidn enzimitica,

debido a su pequefioc tamafio y a que solo puede sufrir tres cortes

primarios.

Existen enzimas capaces de degradar al TRH an suero
(ll}ollherlnasa). en fraccidn soluble (PGA I y PE) vy fraccién membranal
(PGA I1) de cershro.

La PGA 1 y la PE estan concentradas en 1la fracecidn soluble
citosdlica (89,90); por lo tanto para que éstas tengan un papel en 1la
tnactivacidn del TRH liberado a la sinapsis, debe existir un mecanismo
de liberacién de las enzimas del cual no existen evidencias (loé,
Vargas et al no publicado), o bien, actuar luego de un proceso de
captura para TRH, fendmeno que ocurre con una Ymax muy bala, ¥y cura

ralavancia fisioldgica no ha sido delerminada.
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Por otro lado, al (inyectar in vivo (inhibidores especiticos
{99,100) para la PGA 1 ¥ 1la PE, o incubar teijido narvioso in vitro con
ellos, hemos observado que no alieran los niveles anddgenos de TRH
{101) ni afectan su liberacidn in vitro (101). Cabe también senalar que
PGA | y PE no son teiido especitico (91,98), ni s0n especificas para un
neuropéptido (87,94 ). En base a todas eslas caracterfsticas , es poco
probabte que PGA 1 ¥y PE sean las responsables de inactivar in vivo al

TRH liberado a la sinapsis,

£l caso de las enzimas solubles que degradan neuropéptidos parece
ser general. Por elemplo, existen enzimas solubles: aminopeptidasas
1138) vy dipeptidilaminopeptidasas (139) que degradan encefalinas. Si
bien se ha reportado que una de estas aminopeptidasas se tibera in vivo
en vespuesta a estimulacidén (140), no se ha demostrado su papel
fisioldaico en la inactivacién de las encefalinas. Las enzimas ¢olubles
también tienen una variedad de sustralos (141,142), estin concentradas
an el citosol y no el el sinaptoplasma (138,143), su distribucién
regional en cerebro es homogénea (118,144) y estidn presentes en

diversos drganns {(118,145).

Por lo tanto, la presencia de una enzima membranal en 13 sinapsis
TRHérgica, resultla de suma importancia, como en el casc de diversas
peptidasas mambranales con posible funcidn fisioldgica en inactivar
otros neuropéptidos como ancefalinas (128), Sustancia P (146 y

Naurotensina (147).

Los resultados obtenidos en la estandarizacisén del métode para
determinar la actividad de PGA 11, muestran que las caracteristicas de

las actividades enzimiticas solubles y membranales, determinadas en
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nuesiras condiciones experlmeniales. son similares a lo reportado
anteriormente. La PGA I es la responsable de la produccidn de DKP en la
fraccidn soluble, mientras que la aparicidén de TRH~OH se debe a la PE.
Recientemente se ha reportado la presencia de una PPDA soluble (120)
sensible a puromicina, que produce His-Pro a partir de His-ProNH2. En
ninguna de nuetras condiciones fuimos capaces de detectar His-Pro o
prolina en la fraccién soluble, debido tal vez a una pobre recuperacién
de las actividades responsablas de producir este metabolito. En 13
fraccién membranal la aparicion de DKP e His-Pro se debld a la accidn

da PGA 1! y PPOA respectivamente.

Tante en la fraccién soluble como membranal se detecta ProNH2;
Kretder et al (95) suqirid que este metabolito proviene de 1a
degradacidn directa del TRH. Sin embargo, HNatsui et al (121) ha
reportado que exisle una Iimidopeptidasa capaz de degradar His-ProNH2 a
ProNH2 y que es sénslble 3 N-ethilmaleimida. HNosotros demostramos que
en ambas fracciones la aparicién de ProNH2 sigue el patrén de
produccidn de DKP, y que su formaclén es  inhibida por H-ethilmaleimida
en la fraccidén membranal, lo cual suglere que la produccidn de ProNH2
se debe a la accldén de l2 imidopeptidasa reportada por Matsui et al
{121), wus decir a un corte secundario del TRH, antes de que His-ProNHZ2
se ciclice a DKP. Por otro lado, 1a aparicidn de ProNH2 an memhranas es
lntr}nseca, sin embargo se ha reportado que la imidopeptidasa no se

encuentra enriquecida en algquna fraccidn en particular (%0).

La PGA Il produce His-ProNH2, metabolito que es inactivo, pero una
vez ciclizado a DKP puede ser active en el SNC y adenohipéfisis, Sin
embarao no se ha demostrado la existencia de receptores para DKP, ast

como tampoco se encuentra concenlrada en terminales nerviosas (148},
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por 1o que no ne sabe tedavia que tanto la formacidén de BDEP  pued=

tomarse como un mecanismo de blotransformacién.,

A diferenccla de la dicstribucidn regional homogénes de 1a PGA 1 en
cerchrao {881}, 1; distribucién regional de la PGA 11 es hetarogdnea,
con una diferencia de 10 veces entre la regidn de mayor actividad
(1dbulo olfatorio}) ¥y la regidn con menor actividad {(parte cervical del
corddn espinal). Este hecho no se debe a la existencia de un inhibidor
intrinseco de la PGA 11 cuya distribueiédn no estuviera homogénea, vya
que la actividad en una mezcla de membranas de ldbulo olfatorio
corddn espinal es igual al promedio de las actividades en cada regidn.
Tampoco <e debe a un eamascaramiento diferencial de 1la englma roY
componantes membranales, ya que el tratamiento con Tritén X-100 no
revela mis actividad de PGA 11 en las dos regiones., Estos resultados
concuerdan y amplian lo reportado recientemente por Friedman et al
(149), quien demostrd que la distribucién de la PGA 11 en cerebro no es
homogénea. La distribucién heterogénea de la enzima lleva 3 proponer
que la PGA 11 posee un papel especifico; sin embargo, su distribucion
no concuerda con algunos parametros de TRH, como su localizacidn,
tiberacién basal o estimulada, o sus receptores. Esta falta de
correlacién puade deberse a que el sitioc de liberacidn de TRH y sus
receptores estan lejanos, o bilen, que la PGA 1! puede tener otros

sustratos enddganos aun no determinados.

Hemos demostrado que la PGA Il o al menos gran parte de ella (70~
80%) es una ectoenzima, es decir, que su sitio activo se localiza en la
cara externa de membranas plasmaticas sinaptosomales. Esta conclusién
se¢ debe a las siguientes observaciones que demuestran que la PGA 11

cumple con la mayoria de los criterios sugeridos para clasificar wuna
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enzima como ectoenzima (150). Utilizando como modelo <inantosomas
intactos, o bien células intactas fetales corticales en cultivo, se
vuede detectar la actividad de PGA 1l con un sustrato que no enlra en
ellos (131, Tarres et al, no publicado)., La dieminucidn de 1a actividad
de PGA 11 por el tratamiento con tripsina se debe a una hidrélisis de
ecloproleinas v no a una protedlisis en gaeneral; como Lampoco se debe a
una inactivacién de 1a PGA 11 por <i sola. Por otro lado, 1a ruptura de
las sinaptosomas o células por chogue osmétic6 o tratamientos con
detergentes no aumenta generalmente la actividad de la enzima. El
aumento de actividad de PGA 11 por la permeabilizacidn de sinaptosomas
con saponina probablamente se debe a2 un desenmascaramiento de una parle
de la actividad membranal m&s que a una actividad intracelular, como se
ha vreportado para otras enzimas (151). Finalmente, 1la PGA Il no es
liberada de las ceélulas en cultivo.

De manera congruente con la conclusién de.que la PGA 11 es
ectoenzima, hemos determinado que en rebanadas de hipotilame 1a PGA 11
es la principal enzima degradando TRH. Por clro lado, hemos obhservado
que el uso de inhibidores especificos de la PGA 1Y (99,100), asi{ como
LHRH un competidor eara la PGA 11 (105), aumentan los' niveles de

recuperacién del TRH liberado en rebanadas de hipotilamo inducida por

despolarizacidn.

Esta topologta de 1la PGA Il y los efectos de 1los inhibidores
apoyan ia hlpdlesis de que pudiera inactivar al TRH en sinapsis y quea
por lo tanto pudiera ser clasificada come una neuropeptidasa, segun 1a
clasificacidén de Scuwhartz (132). En la tabla 8 se muestran los

criterios propuestos para definly a una enzima como neuropeptidasa.
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LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS SON BIOLOGICAMENTE INACTEVOS.

LA ENZINA ESTA CORRECTAMENTE UBICADA PARA PROBUCIR LA HIDROLISIS DE
LO0S NEUROPEPTIDOS LIBERADOS A& LA SINAPSIS.

Lé ACTIVIDAD ENZIMATICA DEBE EXHIBIR CAMBIOS ADAPTATIVOS PARA
HODIFICAR LA HEUROTRANSMISION.

LA INHIBICION ENZIMATICA DEBE PROTEGER AL NEUROPEPTIDO LIBERADO A LA

SIRAPSIS.

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

La  TNHIPICION ENZIMATICA DEBE REFRODUCIR LA ACCION BIOLOGICA DEL
NEUROPEPTIDO.

TABLA 8. CRITERIOS PARA LA IDENTIRICACION DE NEUROPEPTIDASA (SCHUARTZ,

1981).




Los dos primeros criterios son cumplidos por la PGA lI. Para los
puntos 3 ¥ 4, existe raesultados preliminares donde se ha demosirade que
el wuwso de inhibidores y compelidores de la PGA 11, eproltegen al TRH
liberado extracelularmente. Por otro lado, s ha demostirado que el
estado tiroideo modifica la actividad de 1a PGA II, al menos a naifvel
adenchipofisiario (126,127). Finalmante los criterios S5 y & no han sido

explorados.

Las caracteristicas menclonadas anteriormente para la PGA II, son
semelantes en parte a las propledades a las enzimas membranales que
degradan encefalinas (el modelo de inactivacldn de neurcpéptidos mis
estudiado). En membranas plasmiticas de sinaptosomas existen tres
enzimas: dos aminopeptidasas, H y M Il (153) y una endopeptidasa 24.11
{encefalinasa) (154) capaces de hidrolizar encefalinas. Estas enzimas
ne son espaci{ficas para las encefalinas (155,156), sin embargo, exlste
aunque no esltrictamente, una correlacién entre la distribucidn de estas
enzimas, las encefalinas y receptores para las encefalinas (155,157).
La  aminopeptidasa M II y 1la endopeptidasa 24,11 tienen una
distribucidn ragional hetorogénea similar aen carebro; ambas e
encuentran enr iquecidas en células neuronales (159,159), mostrando que
son ectoenzimas (15%,160). Existen evidencias de que la sndopeplidasa
24.11 esta an vecindad con los receptores cplaceos (161), asf{ como su
palrén ontogandtico es paralelo al de las encetalinas y receptores
opioldes (162). El uso combinado de inhibidores de estas enzimas lleva
a !a recuperacidn total de las encefalinas liberadas at madio in vitro
A {163), asi como a reproducir la accién bioldégica de las encefalinas al

inyectarlas {n vive (164).
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Fvidencias semelantes (pero menos extensivas) han sido reportadas
f#ara otros nsuropdptidos, en donde si bien, las enzimas involucradas no
son especificas para un neuropdptido, si presentan una divarsidad de
propledades compatibles <con la posibilidad de ser vardaderas
neuropeptidasas, por lo que la degradacién enzimdtica pudiera ser wun
macanismo general de inactivacidén para los nauropéplidos. Sin embargo,
cabe senalar que existe una propiedad que diferenclia a la PGA (I de
todas estas enzimas: su estricta espacificidad. Actualmente no se puede
definir si la PGA 1! es un caso particular, o si realmente se ls puede
considerar como un elemento de otra clase de neuropeptidasa: las

"neuropeptidasas especificas®.

Hace falta un estudio mis detallado acerca de las propliedades de
1a PGA Il para poder determinar su relevancia fisiolégica en degradar
al TRH en sinapsis. Esto se debe lograr al anallizar extensivamente el
efacto de inhibidores espectficos sobre los efectos fisiolégicos del
TRH. También sers importante producir anticuerpos para la PGA 11
purificada o wutilizar Inhibldores especificos radiocactivos para
determinar con presicidn la distribucién regional y subcelular de 1la
enzima por autorradiografia o inmunohistoquimica. También podrian
ayudarnos a deftinir la locatizacidn celular de la anzima vy saber si
coexiste en la misma neurona que TRH. Por otro lado, es importante
conocer 51 el palrén ontogenédtico de la enzima sigue el patrdn de
aparicidén de TRH ¥ recaptores'a TRH, para daterminar si la enzima

controla los niveles de TRH a 1o largo del desarrollo del SHC.




Rectentemente se ha reportado (169) que 21 TRH tiene efeclos
beneficos cuando se aplica a pacientes con esclerosis amiotrdfica
lateral <{enfermedad en la que ocurre una degeneracidn de fibras
motoras); por lo que el diseflo de anilogos de TRH mis potantes que éste

¥y rasistente a la dagradacién pudiera lener aplicaciones clinicas.
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The brain regional distribution of membrane-bound pyroglutamaie aminopeptidase-degrading thyro-
tropin-releasing hormane {TRH} in rat was studied using & specific radiometric assay. The disiribution
was not homogencous: a 10-fold dilfcrence was observed between regions. The highest aclivity was
detected in olfuctory bulb while the lowest was in the cervical part of spinal cord. There wis no correlation
with the regional distribution of enzyme activity vs TR levels, previously reported TRH receplors of
in vitro TRH rclease. The differential distribution of this enzyme is consistent with the hypothesis that ~
it is responsible for extracellulur degradation of ncuroactive peplides.

Thyrotropin releasing hormone [pyro-Glu-His-ProNH,: TRH) is probably
invelved in information transfer in the central nervous system [12]. If so, its extracel-
lular levels should be controlled by rupid inactivation processes. Although we have
previously shown that rat hypothalamic skices can accumulate ["H-Pro]TRH by a
process similar to the uptake of ncurotransmitters [3], the tissuc to medium ratio and
Vinay were low so that its relevance in inactivating extracellular TRH is not yet
demonstrated. On the other hand, TRH can be degraded by various brain peptidases
in vitro, Two of these, pyroglutamate aminopeptidase (PGAs)(EC 3.4,11.8) and pro-
Iyl endopeptidase (PE) (EC 3.4.21.26) arc soluble {1] while another is a membrane-
bound pyroglutamate amino peptidase (PGAm) of narrow specificity [5, 11). This
enzyme is localized on synaptosomal membranes {11, 14]) and may be responsible for
extracellular inactivation of TRH. In the present investigation, we have studied the
regional distribution of the PGAm in brain and compared it with the regional distri-
bution of TR H like-immunoreactivity (TRH-L1), TRH receptors or TRH release,
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Animals used were male ndult Wistae rats given o standard diet (Purina chow) and
tap water ad libitum. Brain regions were rapidly dissected, weighed and processed
cither for radioimmunoassay (RIA) or enzymatie assay, For RIA, tissues were soni-
cated in 20% acetic acid, centrifuged at §2,100 ¢ for 10 min at 4°C and the supcrna-
tant cvaporated, The residue was extracted with 1 ml 90% methanol, centrifuged, the
superndtant dried and an aliquot of the residue subjected 1o RIA as previpusly de-
seribed {7, 10).

For quantification of the PGAm activity, the tissue was homogenized with a Pot-
ter-Elvehjem homogenizer in 10% (w/v) Tris-HCI, 0.05 M, pH 7.4. The homogenate
was centrifuged at 1000 g for 15 min the pellet homogenized with the bufTer and cen.
trifuged again. The two supernatants were pooled and centrifuged at 12,000 g for
15 min. The 12,000-g pellet was washed and homogenized in Tris buffer. All these
steps were performed at 4°C. An aliquot was taken for digestion with NaOH and
protein determination (8], The rest was diluted 1:1 with buffer containing bactitrucin
and N-cthylmaleimide (final concentration: 2.5 mM). This buffer allows the specific
determination of the PGAm activily [14) by inhibiting the activitics of PGAs, PE [16]
as well as of postproline dipeptidyl aminopeptidase (5] and histidylprelineamide
imidopeptiduse [9] which could degrade His-ProNH; Two further enzyme dilutions
were used 1o ensure lincarity and the best approximation to initial velocity. Before
enzyme assay, the membranes (25 1) were preincubated for 5 min at 37°C. Incuba-
tion was for 5 min at 37°C in the presence of 100,000 cpm [*H-ProjTRH (New Eng-
tund Nuclear, 100 Cifmmol) (added in 5 ul). At time 0 and 5 min, 5-p1 aliquots were
taken and spoticd directly on cellulose phosphate paper (Whatman PB1). The ascend-
ing chromatography was developed in 1 M acetic acid [2]. In this system His-ProNH;
does not migrate while TRH, His-Pro diketopiperazine, pyroGlu-His-Pro, Pro and
ProNH; do. After drying the paper, the first cm was cut, His-ProNH; cluted with
1 ml 2 N NH,OH and mixed with 10 m] Bray's mixture and counted in a liquid scin-
tillation counter, Zero time values were subiracted from the 5-min values and cach
determination performed in duplicate.

TRH-LI levels in brain varled widely from 197 pp/mp wet wi. in hypothalamus
to 2.6 in the posterior part of the cerebral cortex {Table I). These values corresponded
closely to those reporticd by other authors [6]. The PGAm was also uncvenly distri-
buted with a 10-fold difference between the region with the highest activity (olfactory
bulb) and region with the lowest activity {cervical part of the spinal cord) (Table I).
Regional variation was not due to the presence of an inhibitor in some of the regions.
Activity detected in a mixture of membranes from olfactory bulb and cervical part
of spinal cord (3 times morc proteins from the second region) was equal to the sum
of the activities in each region.

These data extend recent results from Friedman and Wilk {4] who showed in a
limited study that the regional distribution of PGAm is not homogencous. They are
at variance with the regional distribution of PE and PGAs in brain. There is only
a 2-3 fold difference between regions of highest and lowest PE activity [15). The ratio
of the lowest activity of PGAs over the higest activity in brain is only 0.72 [12]. The
subcellular distribution of the PGAm is also very diferent from that of PGAs and
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TABLIET

RAT HRAIN REGIONAL IMSTRIBUTION OF THE MEMBRANE-HOUND PYROGLUTAMATE

AMINOPEPTIDASE-DEGRAIING TRR

Mrain reginns were disseeted, weighed und either processed for RIA of PGAmM assay. Far RIA, tissues

were sonicated in peelic seid, cenirifuged and the supernatant dried, extracted with methanel iand sub.

Jected to RIA [7). For enzyme assay, the 12,0008 pellet was resuspended in .05 M Tris-HOT bulfer pld

7.4 contitining 2.5 mM baciiracin and 2.5 mM AN-cthylmaleimide. After 5 min preincebation vl 37°C

TOMINN cpm {*H-Pro]TRH were added and incubation continwed for 3 min. His-{"H]ProNH; produeed
wis determined by ion exchanpe pupet chromatogrphy [2]. Diata sre mean £ S.E.M, Numbcr of determi-

mations are in parentheses. nd.. not delcrmined.

Region PGAmM TRH

tfmol His-ProNH/min/mg  (pg/mg wel wi.)

prot.)
Olfactory hulk 261 £ 85(5) 32 4 4(17)
Nippocampus 223445(3) 50+ 06(]2)
Nucleus secumbe ns-laterud seplum 1784 28(3) . 143 29¢12)
Posterior part of cerchrul cortex 1423 12(4) . 2.6 0.7(6)
Hypathalimus 135422 (4) 197 £21¢12)
Cerchellur cortex 67+ 74) nd.
Neurohypophysis 44 5(4) HE £ 18(15)
Mesencephalon 474 6{3) 6 + 3{4)
Medulla oblongata - 36+ 10(4) 14 + (7
Adenohypophysis 34+ 6(4) 43+ O0E{IT}
Pons 2B+ 4(3) 10 4 I(R)
Cervicul part of spinal cord 244 1Y) 20 + 3(R)

PE. While more than 50% of PGAm scdiments with synaplosomes, less than 10% of
PE and PGAs do so [14). Morcaver PGAm is probably localized on the external fuce
of the synaptic plasma membrane (Charli et al., in preparation). The present data
are consisient with the hypothesis that PGAm is involved in TRH extracellular catn-
bolism at the synapses. I’ this is the case, there may be a correlation between the
distribution of the enzyme and some TRH parameters. There was no correlation of
the PGAm distribution with TRH-LJ levels (Table 1) or TRH receptors (data from
ref. 13). We have demonstrated that in vitro TRH release is highly variable from re-
gion to region in brain [10], There was no correlation with in vitro TRH basal release
vs PGAm distribution: i.e., cervical part of spinal cord and olfzctory bulb, regions
with the highest basal release (60-130 pg TRH released in 10 min/mg protein (data
from ref. 10}} had cither low or high PGAm activity, respectively. This occurred also
with in vitro K * -stimulated TRH release; i.e., olfactory bulb or nucleus accumbens—
lateral septum, regions with the highest PGAm activity, relcased cither low or high
amounts of TRH (7 or 62 pg TRH released during 56 mM K * stimutation over basal
release per mg protein respectively (data from ref. 10). This lack of correlation may
indicate PGAm is involved in the catabolism of other neuropeptides.
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aistract-1n order Lo doetermine the pathway of extracellular metabolism
of thyrotropin releasing hormone (pyrogluhisprelNtiz) in brain, \he
topographical organization of pyroglutamate aminopeplidase 11 on the
plasma  mambrane was investigaled. 1ts activity was only slightly
increased vhan intact brain synaplosomes were lysed by osmolic shock or
detaronnt traatmant. Trypsin  treatment of inlact synaptosomes
dustroyed 70 to 8O % of enzyme activity withoul affecting lactate
dehydrogenase. Pyroglutamate aminopeptidase 1 activity was present in
primary cultures of foelal mice cortical cells. 1t was detected 1in
intact calls, was not released by the cells and its activily wa¢ not
increased by saponin prelreatment. Trypsin treatment of the cells
rueduced pyroglutamate aminopeptidase 11 by 704 while nol pyroslutamale
aminopeplidase ¥ and lactate dehydrogenase.

Thuse data supportl brain pyroglutamate aminopeplidase 11 as an
ectounzyme., They swuggest that this enzyme could be responsible for

thyrolropin rieleasing hormone extracellular catabolism in brain.

i



Thyrotropin  velueasing bhormone  (TRH; pyrogluhisprolNis) has been
suggested as  a participant of tnformation transfer 1n the central
mrvous syslem, The existence ol such a role should be accompanied by
mechanismiss, of TRH removal from aclive sites. Neuropeptides are
aasily degradad by paplidases. Two soluble enzymes eresent in
irain are able to degrade TKR in vitro: prolylendopeptidase (PE; EC
3.4.21.20 and pyroglutamate aminopeptidase (FGA 1; EC 3.4.11.8)
vBausy, 19837, Current evidence suggests they might not participate
in extracellular catabolism of TRH (Charli et al, 1987 and their
fovolvement in dintracelitular degradation remains controversial (Faivre-
Bauman et al, 198o; Charli et al, 1987; Torres et al, 196865, On the
olher hand., on brain membranes existls a pyroglutamate amincpeptlidase
{FGATl, distinct from the widely distributed PGal. PGAIl 1s a
metalloenzyme of narrow specificity (0<Connor and 0°Cuinn, 1984; Garat
et al, 1985; Friedman and Uilk, 1986; 0”"Connor and 0“Cuinn, 1987); oniy
small peptides whose structure i; pgluhisX are cleaved (0°Connor and
0-Cuinn, 1983a; Uilk, 198e,. The papain solubilized form of the enzyme
has a molecular weight of 230,000 daltons (0‘Connor and ©7Cuinn,
198341, Thaesa propuerties are similar to those of serum
thyrollberinase (Bauear, 1983, FGAII is mainly lvncalized on
syhaptosomal membranes (0°Connor and 0°Cuinn, 1984; Torres et al,
19864, at the plasma membrane level {(0°Connor and O0-Cuinn, 1984).
Righest activity is found in brain (Friedman and Qilk, 1986, where
ragional distribution is not homongeneous (Friedman and Wilk, 198&;
Vargas et al, 1987.. PGAIl properties are indicative of a true
neuropeptide specific peptidase (Uilk, 1986). However, before such a
hypothesis can be confirmed, further properties of the enzyme have to

be studied. In this communication we have investigated 1f its

y



minvntalinn on brain plasma membranns is suiied for f{nactivating an

extracellularly Inocaliszaed peptide,

EXPERIMENTAL PROCEODURES

Haterials

Hale Mistar rats (200-300 g) kept under conirolled lighting
conditions (tights on at 7 &AM and off at 7 PH) and fed ad libitum were
used  in most expariments. 14 days CD1 foetal mice were used for the
primary cultures, [L- 2,3,4,5-°H 3 proline-TRH ¢ [ *H-prol-TRH) (107
Cirmmole ) was purchased from Hew England Nuclear Co. TRH was obtained
fyom Pentnsula Laboratories. Hedia, sera, glutamine, the antibiotic-
antimycotic mixture and the vitamin mix were from Gibco laboratories;
plasticware for cell culture, from Costar and glucose for cell culture,
from Oifco tabhoratories. Aall other chemicals were reagent grade from
Sigma Chumical Co. or J.T. Baker. ton exchange paper chromatography was
pur formed on Uhatman eellulose phosphate P81 sheets. N-
'henAylnxycnrhnnyl prolyl prolinal (ZPP) and pyroglutamyl

diazomethylkatone: (PDHE) were guparous gifts from Dr. S. MHilk.

Purification of [*H-pro)-TRH
Uhen necdssary, [H-pro}-TRH vas repurified to 95% radiochemical
purity by high performance thin layer chromatography (Charli et al,

1984, .

Dearadat{on of TRH by rat bLratn synaptosomes
Synaptosomes were prepared according to Bradford (1972) and
Josueph~Bravo «t al  (1979). The ©0.8-1.2 N interphase of sucrose

gradient was diluted te 0.45 H sucrose witlh water and centrifuged at



33,000 g9 for 30 min, Thi peilet was elther gently resuspended tn 0.32
M sucrose 10 mf tris-HC] pH 7.4 (intact synaplosomes) or sonicated in
10mM . tris-HCY! pH 7.4. After sonication, synaptosomal membranes were
Eecnverad lry centrifugation at 75 000 g for 30 min. All steps were
nef!nrmed Al A%,

TRH duegradation by PGATl was measured using a specific assay
assantially  as  described {(Vargas et al, 1987} except for TRH
concentration. Briefly, after 35 min preincubation of the membranes
{60ug protain or  synapltosomes  (75ug erotein) in 0.05H sodium
phosphate  buffar pH 7.5 contatining 2.5 mH bacitracin (BAC) and 2.5 mMH
H-ethyimaleimide (NEN) (final concenlrations), 100 000 cpm [’Hprol-TRH
(10-° W) were added and incubalion carried oul at 37°C (final wvol 31
uls. Incubation medium of synaptosomes contained also 0.25% sucrose.
Suﬁrnsq increased membrane PGAIT  activity; data were corrected
accordingly. Al Uime ©O and subsequent times, Sul aliquots were
immedialely spotled on cellulose phosphate paper. Chromatoaraphy was
developed with 1 H acetic acid; his [*HlproNHz produced was eluted from
the  first  om (Bauer and Kleinkauf, 1980) and counted by liquid
scintillation. Zrro time values were substracted from other time
values  and each delarmination performed in duplicate, Initial
velocities were determined from the linear part of the time-course

curve wup Lo 15 min for intact synaplosomes),

lagradation of TRH by primary cultures of foetal cortical cells.
Cortical tissun was obtained from 14 day mice foetuses, Initiation

ul  cultures way  essentially that described by Faivre-Bauman et al,

1980, with some modificalions. Briefly, mothers were killed by

carvical dislocation, ambryos removed, placed in'cold sterile phosphate



huf ftured saline (PRAS), frontal cortex dissecled under a  stereoscopic
microscopy and placed in bulbecco s modified Eagle’s medium (DHEN)
containing 104 Toatal bovine serum (FBS), Foolud fragmeants from a
wvhole litier were muchanically dissocialed in  DHEM-FBES by passage
through 2 hypodermic aeedles of  decreasing diameter. After
dissontation, the cellular suspension was cenlrifuged 10 min at 450 g,
angd the cells were resuspended in DHEN supplemented with 10% FBS, 0,257
glucose, 1| mH glutamine, B u/100 ml insulin, 1% vitamin mix and
antihiotic-antimycotic solution (100 u/100 ml penicylin, 100 ugs/m)
slraptomycin and 0,25 ugs/ml fungizone) (final concentrations). Viable
cells, determinad Ly Ltrypan blue exclusion, were plated in poly D-
lysine~coated 35 or 1o mm wells at 10° cellssem? in a total volume of 4
or 1 ml respectively. Cultures were maintained at 37 °C in an
Almosphare of B, QU2 , 924 air and 954 relative humidity for up to 14
days. Hedium was changed every three days, replacing haltf volume by
fresh medium everylime. Eytosine-arabinofuranoside (10 uly was
in:luded at fifth day for inhibiting proliferating non-neurcnal cells.
Horphology of cells was similar lo previous reports (Dichter, 1978}.
an extended report on the properties of these cells will be published
wlsewhers (C. Guerra, J.L. kedondo, C. Cruz, J.L. Charli and F. Joseph-—
Bravw, in preparations.

To study TRH degradation Ly intact cells, cultures (10 days in
vitra) ware washed twice with PBS and prEincﬁbalnd in BMEM containing
glucose  (0,25%2, glutamine (1 mM), ZPPF (10~° K) and PDKK (10~° N,
tiinal eoncentrations; medium Ar with or without saponin for 3 min at
37 °C. ZPF  and POUHK are potent specific {nhibitors of PE and PGAl
respecltively  (Friedman et al, 1984; Uilk et al, 1985). After

discarding the meidium, c¢ells were rinsed with PBS, preincubated for S



min i medium A before adding [ PH-Fro)-TRH (o’ final concentrations;
dugradalion was linear with time up to one hour. 10 ul alicuots per
duplicate of the midium were spolted on F-81 chromatography paper and
his  [*H) pro WHZ produced determined as described .

Ty sludy TRH degradation by PGAl or PGAIl 1rom broken cells,
cultures were washed 3 Limes with PBS, scrapped and homogenized in 300
ul (.05 K Tris-HCl pH 7.5 per plale; membranes and soluble fractions
preparad  As  describad  (Vargas el al, 1987). Briefly, the 1000 g
supernalant was centrifuged at 12 000 9 for 15 min at 4°C. Supernatant
was used Lo measure PGAl essentlally as reported (Bauer and Kleinkauf,
19801 except that substrate and inhibitors concentrations were: 107° M
TRH, 2 mM dithiothreitol (DTTy, 1mM ethylenediamine tetraacetic acid
{FBTA) and 2.5 mH BAC. Pellet was used {c determine PGAIl as described
for synaptosomes., PGAT or PGAll independent values reporied are mean of
7z detarminations taken from the linear part of the time-course curve:
up to 15 min for PGAl and &0 min for PGALL. Hean protein

concenlration used in the assays were 638 ug/ml (membranes) and 74%

ugsmt 1soluble fractions.

Laztate dehydrogenase (LDH) activily wvas determined (Johnson and
Uhittaker, 19563 after 15 min preincubation of the samples with 0.1%
viinals  Triton £ 100 at 37°C. Protein was quantified following Lowry
al  al, 19351, Statistical analyses were performed using Student‘s t
test,

RESULTS

To determine the transmembrane topology cf PGAIl on brain

membranes, we  isolaled synaptosomes and measured PGAIl activity from

tntact or broken preparations with a specific assay for FGAlIl (Torres
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et al, 198n; Vargas et al, 1967, Synaptosomes:  lysis by osmotic
shock did not cause 4 signiflcant increase in activity (Table 1). No

Toss of membrane proleins or PGAIT aclivily was observed during

.nentrilugallnn steps  subsecuent to lysis. Triton X 100 or saponin

trealment of synaptosomes increased PGALL aclivity by 12 or 417
respectively (Table 1,. This suggesied that a considerable part of the
upnzyme Acltivitly has {ts active site facing the extiracellular space. In
agreement  with  this hypothesis, 70 to BO% of the activity could be
abolished by trypsin treatmenl of intact synaplosomes (Table 2); while
Leing stable At least for 20 min vhen tacubation was ;erfnrmed in
control conditions vtable Zs. Digestion of ectoproteins only and not of
whole  synaptosomal proteins is inferred by the lack of modification of

LOH activily associated with the synaptosomes (Table 24,

Foutal cortical cells were used to confirm the orientation of
PGAIT an intact culls. Thuse cultures were composed of a mixture of

viable neuronal and non neuronal like cells viability wverified in

conlrol plates by complete trypan blue exclusion). PGAl activitly was

_much  higher than FPGAlY  (Table 4,; however, ngither a4 S min

praincubation at 37°C with ¢.25 mH 2-icdoacetamide, which inhibits PGAl
tBauer, 1983), nor a 1t H HaCl wash of the membranes, changed the
specific activily of P84 supporting the specificity of the assay used
for FGAT] delermination 'data not shown). Horeover, TRH was degraded
linvarly with time by intact cells to hisproNH? due to PGAIT activity
since FGA1  was complelely! inhibited by PDHE tpreincubation of
hypothalamic slicws with tO™°H IPF and PDHK completely inhibits PE and
FBAl activities (Charli et al, 1987,,. Serum thyroliberinase activity

was vary tow in lhe serum supplemented medium (2.0 % 0.5 fmoles hispro

4



HH2  produced per min par ml, mean SEW, n=3; as well as in culture
murdium ;hal had been in contacl‘ui!h the cells tor three days. Total
PGA11 aclivity observed with intact cells was similar to that observed
in a membrane preparation from equivalent. These results suggested
that FGAll activity is expressed by intact cells and not by

thyralibarinase or a released enzym:.

Saponin, at reported concentrations ({Czaikowski and Farb, 19686},
induced <swelling of cells and decrease of neurites network, mainly on
neuron—-like <¢uells, as well as loss of membrane proteins (Table 3,
axpurime:nt H 1, and DN& wnot shown). Total PGAIL acltivity was
significantly reduced: bul not aclivity per mg membrane proteins (Table
3, experiment I 1) or activity per ug DHA (not shown), This suggested
- 1oss  of cellular material and PGALTl during the rinse following saponin
treatment. at much lower concentrations, cells were still
permeabilized vas evidenced by staining with irypan blue) but
miintained their appearance and organization and there was no loss of
membrane protein iTable 3, experiments K 2 and W 3). 1In this case, we
could not detect PGALT in the first rinse coming from saponin treated
cells; activity per well and specific activity were only slightly

decreased by the treatment (lahle 3.

Finally, trealment of cells with trypsin prior to their
homoganization decreasaed FOGAIT activity by 707 wvithout decreasing

substantially LDH or PGal activities or inducing cells rupture (Table

&,



DISCUSSTON
U have studied F6A11 aclivity in sfnnplosomc§'and brain cells in
cullure  in an affort to determine the localization ol.ils aclive sitle

wn brave plasma membranes.
The data presented, consistent jn 2 experimental models,

daemonstrate  that most of PGAIL is an ectoanzyme (ti.e. an intrinsic

plasma  membirane enzyme with an extracellulariy localized active site)

in bratn., This conclusion is supporled by Lhe following observations:

12 The enzyme activity is detected in intact cells wvith a naon

peaetraling substrate, fAlthough accumulalion of TRH has been reported
in hypothalamic slices iCharli et al 1984), no uptake has been observed

in nerve ending preparations (Parker et al, 1977; H. Torres, J.L.Charli

and F, Joseph-frave, unpublished observations). Further evidence that

activity observed was nol dus to TRH uptake by cells or synaptosomegs

or through their rupture during incubation came from the 1linear

characteristics of the time-course curves before a plateau was reached.

) FBALL is not released from the cells.

-

3, Serum  thyroliberinase conlaminating the cells is not accounting

for this activity «since it was very low in the serum supplemented

madium  vaven 1f PGALL1 assay of cells was performed without vrinsing,

only 0.5% of intact cell activity at most could be attributed to

thyroliberinase s,
4r  FGATL activily is not inecreased by homogenization, solubilization

or permeabilization of cells or synaptosomes except when

synaplosomes  were  treated with saponin. This slight increase with

saponin is more likely dur to unmasking part of ectoenzyme

activitly and not to revealing intracellular activity, as suggested for

/i



5 nurlentidase from  guinna pig granulocytes (e Plerre and
Karnovsky, 1974:. Thas ;lfacl may not have been seen on cells becausn
low concentratwons wire used in experiments W 2 and W 3 and higher
concantrations wusud {n vxpuriment # 1 induced 1loss of cell membrane
rdecreass of matertal was not detectiud in the synaptosomes experiments
sinee  the  assay was parformed withoul separating synaplosomes from
madiums.

51 PGATT activily is strongly decreased by trypsin treatment of cells
or synaplesomes. This is not due to ruplure of cells or synaptosomes,
or deavadation of intracellular proteins.

These evidence fulfill most of the criteria mentioned by Karnovsky
vighn: 1o qualify an enzyme as an ectoenzyme. From ocur data we can
estimate that at least 704 of the enzyme is an ecltoenzyme.

Further data that support the concept of PGAlIl being an ectoenzyme
come from the obsarvations that PGAIl is the main enzyme degrading TRH
added in the extracellular spaéé of hypothalamic slices ({(J.L. Charli,
#. Baes and F. Joseph-Bravo, unpublished cobservations) and inhibition
of FGAY1 increases TKH recovery from hypothalamic slices (Charli et al,
1986, Togrther with previous studies (0 Connor and 0“Cuinn, 1984%;
Torees ol al, 19862, LUhis suggests that the majority of the enzyme
active site is localized on Lhe external face of a synaptosomal plasma
membr ans . The data from these studies as well as the heleregeneocus
distribution of PGAILl in brain (Friedman and ¥ilk , 1%86; Vargas et
al, 19872 and its narrow specificity (0“Caonnor and 07“Cuinn, 1994}
Rilk, 19Bn) wmake it a prime candidate for inactivating TRH or related
peplides presanl in the bratn extracellular fluid. This reaction could
he responsible  for his proRH2 production Iin brain extracellular space

sn  that part of histidyl prolyl diketlopiperazine present in brain in a



anh-synaptnsonal compartment (Tanagisawa et al, 19802, may be in__th
-ewtraneitular flund, Critical experimenils showing o at e|'Ih|:!rogg‘esnn:au“t.“li('l'lhERE
s raleasad in.lha vicinity of the enzyme and degraded by it are needed
to damonsirate FGAll  involvemant in controlling TRH levels at the
synaplic cleft,

On the nther hand, there is no evidence that PE and PGALl are abile
to degrade TRH presant in Lhe extracellular space; specific inhibitors
of these anzymes do not modify in vitro TRH release f{rom hypothalamic
slices wCharli et al, 19R87); exongenous TRH added to hypothalamic slices
is not degraded sulistantially by these enzymes (J.L. Charli, A. Baez
and F. Joseph-Bravo, unpublished cbservations:» and finally they are not
released by KC1 stimulation of primary cultures of hypothalamic cells
tBaivre-Rauman et al, 198s) or hypothalamic slices (W.A. Vargas, WN.
Handesz, J. L. Charli and P. Joseph-Bravo, unpublished cbservations).

Finally. although TRH can be accumulated by hypothalamic slices
iCharli et al, 1984.,, Umax of the phenomenon was low and there is no
evidence that tt plays a significanl role in TRH inaclivation.

In conclusion this study demonstrates that PGAIL is an ectoenzyme
in bhrain and supports the hypothesis that the main pathway of

axtracellular inaclivation of TRH is through action of PGAIL.
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Tabte 1. Etfucts of osmolic shock, 1riton X100 and saponin

traatmints on synaplosomal FGAll and LDH activities.

Preparation PGAllE LDHa

smnt i shock
Inlac! synaptosomes 160 &+ 5(5) 100 2 Sils:»
Synapt usnmal mambr anes? 110 + 24(5) 4 2 B{d)n

Netargent treatment ol synaptosomes®

tntact 100 2 B(6) nd
Triton X140 112 £ 130} nd
Sapuonin 141 * 14(5)nn nd

Arain synaptosomes were prepared and PGAll and LDH activities evaluated
Ay indicated in Fxparimanlal Procedures. Activities are nol expressed
an A per mg bhasis but refured to the same amount of starting material.
a: Nata indicate the meant SEH_oI the activities normalized to control
vintact synaplosomes). The number of independent determinations is
within gparenthesis. For intacl synaptosomes, mean PGAIL specific
actlivity was 4.5 pmoles hisproRH2/minsmg protein and mean LDH specific
Activily was 2.2 umoles KaDHZ/minsmo protein, b: Synaptosomal membranes
were prepared by resuspension and sonication of the synaptosomal pellet
in 1omH Tris-HC1 pH 7.4, The membranes were separated from

synaptoplasm ULy centrifugation at 75,000 g. ¢: lntact sypaptosomes

were pretreated in 0.25 M sucrose with or without 0.1% Triton X 100 or

0.5 saponin 1final  coneantvationss few 30 ®min at 37° ¢ Refere
preincubalion and incubation with TRH. Synaptosomes ware not separated
from pratreatment medium bafore PGAIL assay. Saponin veduced purified
FPGATT1 activity by 10k, nd: not datermined, #: p < 0,.0005; =»x: p < 0.01

caompared 1o control.,

r:



Table 2. Effuct of lrypstn trealment on synaptosomal PGAlY and LDH

activitbies,.

S peatt LDN

" Control Trypsin treated Trypsin treated
O omin W v T 100t 403 100 8(4)
1o min 122 iz 45 2 6idim 100 216(4)
20 min 9z i1 26 % 4(4)n 99 2 7(4)
30 min nd ' : 172 (2) 8 (2

Arain synaptosomes were prepared and PGAIl and LUH activities measured
as described in Experimential Procedures. For trypsin treatment of the
synaptosomes, these were resuspended in 95 ul of SOmM tris-HCl pH 7.4
containtng 2mM Call and ©.25H sucrose (3.3 mg proteins/ml). Digestion
with ©.06% trypsin at 37°C was stoped by addition of 0.23 ma/ml
trypsin inhibitor and transfer of synaptosomes at 4°C for 1G min. Data
wmean & SEN:  number of independenti determinations within parenthesis)
are  nol expressed on 4 per mg basis since trypsinization causes a loss
in guneral cell membirane protein as well as a loss of PGAIL. Thus
expressing  the data on a per milligram basis would not reflect the
Absolute sensttivity of the PGAIL to trypsin. They are expraessed in
parcentage of value at time Q. nd: not determined. *:p < 0.0005

compared to time ©.



Tahle 3. FGANL ac(iv(iy}tn'P?Imgrr‘éulluféi of cortical cells; effect

-nf'éaﬁnn}ﬁ;(ruélmaﬂt:Lgu_f f

_;Pﬁafié?Tj}f :H.Pﬁﬁllb : mambrane ©
B Py ; ) . prolein
Cosactivity per ispacific {per unll)
“'-“g_ueljt.__ . activity)
_ Experiment W 1
' t:r_uithél o 1312 2314, 2.0 % 0.5(4) 65 1 Si6)
Saponin 0.125% . 714 Sidjen 2.1 % 0.114) 35 1 206)mn
| 0.50% 72 2 2.1 2 0. 144, 33 1 1(6inmn
Expertment § 2
Gontrol 672 98, 2.0 0,1(8) 34t &(4)
Saponin O . 002, 49+ 9i8; 1.4 = 0. 2(8)kx 40 % &(4)
Experiment 4 3
Control 189 Bi6) 4.1 + 0,2(8) 44 (2)
Saponin O .00 161 20ie)x 3.4 £ 0.4(6)n 48 (2

Fuperiments # 1 and ¥ 2 were performed in 16 mm wells; experiment # 3
in 35 mm wells, Cultured cortical cells (10 days in vitro (DIV)) were
rinsed twice with PBS and pre-incubated in medium A (DHEM, 0.25%
glucasa, 1 mH glutamine, 10~"H ZPP and 1070 PDHK) with or without
saponin 13 min, 37°%,. The medium was discarded, cells were rinsed
with PRAS, #pPreincubated for S min in medium 4 and incubated at 37°C in
150 or 300 ul medium h containing 200,000 or 300,000 cem [ *H-prol-TRH
tfinal  concentration 1075 ¥, for experiments W1 and ®# 2 or # 3
vaspectively. 10 ul alicuots per duplicate of the medium were drawn

and  spotted on P-81 Uhatman paper al time ¢, 30 and &0 min to measure



FGRIT  antivily, Valuns  are moan? SEM of the number of independent

determinat tons indicaled in parenthesis. The highest saponin

concenlrations used {nhibited partially puritied PGAILl activity 20% at

most. a: Imoles his pro KHZ per min per well. b: pmoles his pro HH2

per min per ma membrane proteins. [} ug9 memby ane proteins per well.,

nd: not determined. & p « 0.05; ae; p < 0.01; wxn: p < (.0005 compared

to control.

.
L



Tabile 4. Fitect of trypsin on FGAl, PGAI1 and LDH actaivitlies

in eortical cells in culture.

PGAl PGAlLI LDH
Contront 100 2 3(4, 1o 23¢9, 100 2 614,

Trypsin Bo * B4y 76 13(5)n 122 218167

Cortical oell cultures propagated in 16 mm wells) were washed with
Pﬂs; ineubated  with or without 0.125% trypsin for 10 min at 37°c,
transfared at 4°C and maintained for 10 min {n the presence of 190 ug
hovine pancreas trypsin inhibitor. After trypsin treatment, most cells
remainud intact while other lost intercellular contacts and Eecame
glnbular. Hn debris appearad suggesting thefé was no rupture of cells.
Unhound «ells ware fecovered by centrifugation; attached cells were
rinsed, recovered in ¢.05 H phosphate buffer pH 7.5 and pocled with
cells  racovered by centrifugation. Enzymatic analyses were performed
as described. Data are expressed in percentage of control value. 'They
correspond  to 2 independunt expuriments made from cultures maintained
for o or 13 days in vitro. For contrel, maean activities were: PGAl:
7.8 {6 DIV, or 16.9 (14 DIV, pmoles his pro KH2 produced per min per
well; PGATL: 21 6 DIVs or 81 (14 DIV) fmoles his pro NHZ produced per
min per well; LDH: 1.9 umoles NATHZ per min per well. at values are
sean * S5RH of {he oaumber of independent determinations between

parenthesas. x: p & 0,0005 compared to control.
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