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RESUMEN

La retina, érgano primario de la visién, ha sido objeto de estudio desde las
ultimas  décadas del siglo amterior. Debido a su accesibilidad y su organizacion
histologica, este tejido se ha utilizado también como un modelo en Ja mvestigacion de la
peurcbiologia sindptica. En la retina se han descritc los mismos sistemas de
neurotransmision que en el resto del sistema nervioso central, con algunas
particularidades relevantes. La retina de los anfibios ¢s fisiologicamente mas compleja
que la de los mamiferos, por lo que su estudio es ain mis motivante. En este trabajo
estudiamos al receptor postsinaptico de la glicina en la retina de la rana, inicialmente
mediante la union de alta afinidad de ligandos radioactivos, A partir de estos
experimentos se dedujo la presencia del receptor tipico de glicina (modelado a partir de
la médula espinal de los mamiferos), asi como la presencia de sitios de unién diferentes a
este receptor o al sitio de glicina asociado al receptor tipo NMDA de aminoacidos
excitadores. Posteriormente, mediante inmunohistoquimica con los anticuerpos
monoclonales mAb 7a y mAb 4a se localizd al receptor de glicina en las regiones
sinapticas de la retina, y en experimentos paralelos con los anticuerpos policlonales Ab
384 y Ab RGly, dirigidos contra la subunidad o del receptor de glicina, se localizo a
ésta tarobién en las regiones sindpticas y ademis en las células de Miller, la glia
predominante en la retina. El resuitado se confirmé por experimentos con células
aisladas. Fn conjunto, nuestras datos revelan que en la retina de la rana coexisten el
clisice receptor postsindptico de glicina y una isoforma atipica, la que se localiza en la

regiones sinapticas de la retina y sobre las células de Miiller,



ORGANIZACION DE LA TESIS

Esta tesis tiene como capitulo inicial una Iutroduccién en donde se exponen las
caracteristicas generales de la retina, tanto en su organizacion histelogica como en su
funcién. En la Introduccién se inchiyen los articulos de revision titulados

“El receptor postsinaptico de glicina” Pérez-Ledn y Salceda, Ciencia, 47:177-189, 1996,

que describe al receptor de glicina, y “La neurotransmision glicinérgica en la retina de los

vertebrados”, Pérez-Leén y Salceda, Boletin de Educacién Bioquimica, 16:140-146,

1997, que expone la literatura referente al papel de la glicina en la retina.

Dentro del capitulo de la Introduccidn, en la seccion de antecedentes, se resumen los
datos a partir de los cuales se planted ¢l tema de investigacion de la presente tesis. En
esta misma seccién se incluye el articulo “Different specific binding sites of H-Glycine
and *H-Strychnine in synaptosomal membranes isolated from frog retina”, Pérez-Ledn y
Salceda (1995), Neurochemical Research, 20:915-922, que es Ia versién publicada de
los datos antecedentes.

En el capitulo Método Experimental sc describen in extenso los experimentos que
forman parte del trabajo de tesis. Los experimentos incluyen:

Uni6n de ligandos radioactivos en membranas sinaptosomales de la retina de la rana
Inmunotransferencia de membranas sinaptosomales de la retina de la rana
Inmunohistoquimica en cortes verticales de la retina

Inmunocitoquimica de células gliales de Miiller aisladas de la retina

Los Resultados describen los datos obtenidos a partir de tales experimentos. Ademis
incluyen al manuscrito “Immunohistochemical localization of the glycine receptor in
synaptic layers and glial cells of the retina”, Pérez-Ledn y Salceda, 1998. Este
manuscrito fue aceptado para publicarse en la revista con comité editorial Primary
Sensory Neuron.

Finalmente, quiero aclarar que el titulo de la tesis no corresponde exactamente con su
contenido, ya que 1o presento ningin experimento con la técnica autorradiografica, este
error, que no pudo corregirse debido a impedimentos de tipo administrative, es completa
responsabilidad mia.

Jorge Alberto Pérez-Leon.
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Lista de abreviatoras

Ab384, anticuerpo policional dirigido contra la secuencia de aminodcidos 384 al 391 de la
subunidad o del receptor postsinaptico de glicina

AbRGly, anticuerpo policlonal dirigido contra el receptor de glicina purificado de la médula
espinal de la rata

CNE, capa nuclear externa de la retina

CNI, capa nuclear interna

CPE, capa plexiforme externa

CPI, capa piexiforme interna

GCL, capa de células ganglionares

mAb, anticuerpo monaclonal

RGly. receptor postsinaptico de la glicina

ROS, segmentos externos de los fotorreceptores




LA NEUROTRANSMISION GLICINERGICA EN LA RETINA DE LA RANA: UN
ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO Y AUTORRADIOGRAFICO

INTRODUCCION
La Retina

La retina es el tejido dentro del cnal 1a luz se transforma en los impulsos nerviosos que dan
origen a la percepcién visual Pese a la diversidad entre los vertebrados, todas las clases de este
Phylum  presentan la misma organizacién histologica en la retina. Los somas de los
fotorreceptores forman Ia capa nuclear externa y los somas de las intemeuronas la capa nuclear
interna. Las sinapsis entre los fotorreceptores y las interneuronas se establecen en la capa
plexiforme extema, mientras que las sinapsis entre estas interneuronas y ias células ganglionares se
encuentran en Iz capa plexiforme intema. Los axenes de las células ganglionares forman la fibra
dptica la cual, al salir de la retina, se cubre de mielina, transformandose en el nervio dptico, por el
que se transmite 1a informacion al encéfalo,

Los fotorreceptores, por medio de la fototransduccidn, generan y transmiten una sefial
hacia dos tipos de imternewromss, las células bipolares y las célules horizontales. Los
fotorreceptores, encargados de iniciar la transmision visual, son las celulas de primer orden dentro
de lz retina. Las células bipolares y honzontales, que son intemneuronas retiniapas de segundo
orden, transforman la sefial transmitida por el fotorreceptor; por un lado, las células honzontales
establecen sinapsis reciprocas con los fotorreceptores, mientras que las células bipolares usan dos
vias alternas en la capa plexiforme interna (Wissle y Boycott, 1991).

Dentro de la capa plexiforme interna las céhlas bipolares copectan sindpticamente con las
céhlas ganglionares, o utilizan alternativamente una neurona intermedia, que es la célula amacrina.
La célula amacrina finaliza ¢l flujo de informacion intrarretiniano haciendo sinapsis con una célula
ganglionar. Fn virtud de que las células bipolares transmiten el ircpulso a las células amacrinas y
ganglionares, se les ha denominado a estos dos ultimos tipos neuronales como interncuronas
retinianas de tercer orden. Hay otro tipo de neurona que recibe informacion de la célula bipolar,
ésta es la célula interplexiforme, con prolongaciones en ambas capas plexiformes y que, junto con
las células horizontales, es un elemento de retroalimentacién sindptica de la capa plexiforme
externa (Wissle y Boycoit, 1991, figura 1B de Pérez-Letn y Salceda, 1997, Boletin de Educacion

Bioquimica).



Los fotorreceptores se presentan en dos tipos principales: los conos, que contienen
pigmentos sensibles a longitudes de onda restringidas, y los bastones, cuyo pigmento fotosensible
es la rodopsina, sensible a un intervalo amplio de longitudes de onda, Diversos estudios,
histolégicos y electrofisioldgicos, han demostrado que el impulso pervioso generado en los conos
se transmite directamente de las células bipolares y por éstas a las células ganglionares. En cambio,
la seiial nerviosa originada ¢n los bastones se transmite a las células bipolares de bastones y de
ellas a las células amacrinas, las que finalmente tienen contacte smiptico con las células
ganglionares por sinapsis quimicas, o con las células bipolares de conos, por medio de sinapsis
eléctricas. Las células amacrinas que participan en esta via son las células amacrinas AIl, ademas
existen otros tipos de célutas amacrinas que participan en la transmision lateral dentro de la capa
plexiforine interna (Wissle y Boycott, 1991).

Las neuronas retintanas funcionan con base en campos receptivos circulares, lo que
significa que responden a los cambios en el estado de iluminacidn en el area retiniana a su
alrededor, en forma de encendido o apagado (ON/OFF, Wiissle v Boycott, 1991).

La retina de los anfibios presemta ademis otra clase de respuestas, las que estian
relacionadas con los estinmlos luminesos que tienen nna orientacién definida y, por lo tanto,
implican la deteccion de una direccion definida (Voaden, 1976). A las células que responden asi se
les denomina c€lulas selectivas a la direccidn, entre ellas se encucntran algunas célelas amacrinas y
ganglionares (Voaden, 1976). Las respuestas de estas células de los anfibios se comparan sdlo con
las que pueden registrarse de las neuronas de la corteza cerebral de los mamiferos y, si se recuerda
que la retina de todos los vertebrados es histoldgicamente semejante, esto indica que, dentro de la
retina de los anfibios, hay algunas interacciones mas complejas entre las diferentes neuronas que

las que pueden ocurriy en la retina de los mamiferos.

La Glicina como neurotransmisor en la retina

Una de las razones por la que dos tejidos con los mismos tipos neuronales sean
funcionalmente diferentes, como ocurre entre las retinas de los mamiferos y los anfibios, puede ser
ia existencia de diferentes tipos de comunicacién neurcnal, ya sea mediante la actividad de
diferentes neurotransmisores, o de los mismos con diversas acciones. Por ejemplo, en la retina de
los mamiferos la glicina es el neurotransmisor en diversas sinapsis de la capa plexiforme intera,

pero su efecto 0o se ha detectado en la capa plexiforme externa; por el contrario, en los anfibios ia



actividad de la glicina como neurotransmisor se ha registrado tanto en sinapsis de la capa
plexiforme mterna como de la capa plexiforme externa (Mare, 1985).

Aut cuando se tienen evidencias experimentales de la actividad de la glicine como
neurotransmisor en la retina de los anfibios, hay lagunas respecto a los receptores que median ia
accion de este aminoacido, asi como de 1a identificacion de las neuronas retinianas que utilizan a la
glicina como neurotransmisor (Pourcho y Goebel, 1990). En los siguientes articulos de revision se
expondran las caracteristicas del receptor postsiniptico de la glicina y de Ia participacién de este
ammoacido en la neurotransmision intracretiniana.




Pérez-Leon y Salceda (1996} El receptor postsinaptico de la glicina. Ciencia , 47:177-189.

Fe de errata: en ¢l pie de la figura 1 se lee “..la wnién de estricnina es irreversible”, la frase

correcta es : “..la union de estricnina es reversible”.
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Sintesis de investigacion

El receptor post-sinaptico de glicina

Jorge Alberto Pérez Ledn

y
Rocio Salceda Sacanelles

RESUMEN

La glicina es el neurotransmsior inhibitorio de la mé-
dula espinal de los mamiferos, en donde actda abrien.
do un canal de clorure que puede antagonizarse por el
alealoide estricnina. La interaceién de la glicina y de
la estricnina sobre el receptor post-sindptico de la gli-
cina (RGly), es uno de los mejores ejomplos de especi-
ficidad entre agonista y antagonista, asf como tam-
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bién, de cuales son las estrategias de investigacion
que se siguen para esclarecer la identidad de un
transmiser y las caracteristicas de su receptor. En es-
te trabajo se exponen los dates mds relevantes ves-
pecte a la forma en que se ha aprovechado la relacién
glicina-edtrienina para hacer del RGly uno de los re-
ceptores mejor conocidos al nivel electrofisiclégico,
bioquimico y génico.

INTRODUCCION

1 papel transmisor de la glicina en el sistema

nervioso central de los vertebrados estd bien
establecido y, junto con la acetilcolina (Ac) y los
aminodcidos glutdmice (Glu) y y-amino butirico
(GABA), constituye el paradigma de los transmi-
sgres que abren canales idnicos. El trabajo que
dilucidé el cardcter de la glicina como neuro-
transmiser requirié la convergencia de téenicas
histoldgicas, bioquimicas y fisiolégicas,loque ha
TNevado al conocimiento detallado de 1a accidn de
la glicina sobre las memhbranas excitables y de
los eventos idnicos que provoca, de la farmacolo-
gia de su actividad y del receptor postsméptlco
que media su accidn.

Las primeras investigaciones dirigidas ex pro-
feso a evaluar la funcién de la glicina como
transmisor fueron emprendidas por €l grupo en-
cabezado por MH Aprison, en los Estados Uni-
dos, el que, con el uso de la médula espinal del
gato como preparacién experimental, demostré
que la glicina se encuentra en concentraciones
elevadas en la materia gris dorsal ¥ ventral de




este tejido, asi como que los niveles se abaten de-

JA Pérez-Ledrn y R Salceda-Sacanalles

rriente de iones Cl" (Fig 1). Losiones CI” permean

bido-alalesién selectiva delasinterneuronases-  hacia el interior de la neurona si el potencial de

pinales (Davidoffy col, 1967).

Mi4s adelante, e mismo grupe demostré que
la aplicaci6n iontoforética de la glicina sobre las
motoneuronas espinales hiperpolariza a éstas,
de la misma forma en que lo hace la estimula-
cién de las interneuronas presindpticas in situ
(Werman y col, 1967) y este resultads, asi comeo
el referente a los niveles endégenos de glicing,
sugirid que Ia glicina era ¢l transmisor natural
de las interneurcnas espinales. Como marco teg-
rico de esta linea de trabajo, Werman y Aprison
{1968) postularon que, para demostrar que una
molécula es un neurotransmisor, se reguiere la
conjuncién de datos que cubran tres aspectos: el
neuroquimico, o sea, la localizacién del supuesto
neurotransmisor y de las enzimas de su metabo-
lismo; el neurofisiolégico, que consiste en la
equivalencia de los efectos electrofisiolégicos so-
bre la miembrana sindptica del transmiser natu-
ral y del propuesto, y el neuroquimico-fisiolégico,
que se cubre al demostrar la liberacién del neu-
rotransmisor de la terminal presindptica como
respuesta a su estimulacién,

Para demostrar que la glicina funciona comeo
neurotransmisor en fa médula espinal, rigiéndo-
se por los criterios delineados arriba, e] grupo re-
aliz6 una serie de trabajos en los gue las inter-
neuronas espinales de la médula del gato fueron
la preparacidn protagonista y, con el apoyo de
evidencia ulterior, de caracter neurofarmacold-
gico y neuroanatémico, corroboraron la nocién
inicial de gue la glicina es uno de los nevrotrans-
misores dentro de la médula espinal (Aprison,
1990).

La investigacién sobre la transmisién glici-
nérgica ha desembecado en la caracterizacion
minuciosa del receptor post-sindptico que media
su aceidén, el cual es uno de los representantes
arquetipicos del grupo de los receptores ionotrd-
picos; en este trabajo se delineard el estudio ex-
perimental que condujo a este conecimienta.

I. CARACTERISTICAS BIOFISICAS
DEL RECEPTOR POST-SINAPTICO
DE LA GLICINA

I a accién de la glicina sohre las membranas
postsindpticas consiste en activar una co-

equilibrio del C1™ (Ec1} es negativo con respecto al
potencial eléctrico de la membrana en reposo
{Vm), o hacia afuera, en el caso de que Eci sea po-
sitive. En el primer caso, la membrana postsi-
néptica se hiperpolariza y la actividad de Ja neu-
rona se inhibe, y en el segundo, se despolariza,
can lo que la neurona aumentd su actividad es-
pontdnea, :

El efecto de la glicina sobre las neuronas pos-
tsindpticas se media por el receptor postsinaptico
de glicina {RGly). Los estudios scbre el RGly en
los que se ha comparado la corriente del receptor
contra el valor de Vir, en el cual ésta cambia de
direccién (el potencial de inversién, que se calcu-
la mediante la ecuacién de Hodgkin-Goldman-
Katz), han definido un orden de permeabilidad
SCN'> I's Br> Cl'> F" (Bormann, 1990) y tam-
bién han determinada el orden de conductancia:
Cl> Br> I'> SCN> F". Las secuencias de per-
meabilidad y de conductancia estan invertidas
entre si, lo que significa que los iones se unen a
sitios determinados dentra del canal que forma el
receptor, es decir, que no se mueven en un medio
acuoso al atravesario (Bormann, 1990).

Desde las primeras caracterizaciones de la
transmisién sindptica en la médula, un resulta-
do consistente fue el antagonismo de la estrieni-
na, tanto contra fa accién del transmisor natu-
ral, como de Ia plicina aplicada iontoforética-
mente (Curtis y col, 1971). Se dedujo entonces
que la glicina como agonista yla estricnina como
antagonista actian sobre la misma protefna, es
decir, sobre el RGly; de hecho, el antagonismo de
la estricnina en contra de la glicina, es el critenio
farmacoldgico al gue se recurre con mayor fre-
cuencia para proponer que una respuesta elec-
trofisiolégica es provocada porla glicina. De esta
forma, todos los ddtos que se desceriben a conti-
nuacién son atribuides al RGly, precisamente
por ser antagonizados por la estricnina. Con la
técnica de parche de membrana (“patch-clamp™),
aplicada & neuronas cultivadas del ganglio del
asta dorsal de la médula de la rata (DRG), se de-
termind el valor de fa conductancia principal del
RGly en 46 picoSiemens, con varios subestados
en el intervalo de 12 a 46 pico Siemens (Bor-
mann, 1990). Los estudios de Bormann y colabo-
radores {1987) en las neuronas DRG, bajo condi-
ciones de variacién de [a relacién molar
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Fig 1 La glicina actiia ssbre las membranas postsindpticas abriende un canal proteico selectivo al Cl, la figura
muastra un esquema idesl de la forme en que se abre ese canal de Gl al unirse 1a glicina y <6mo, en une neurona
hipotética, la entrada del CI', {V,n) hasta un estado hiperpolarizade, Cuando se aplican glicina y estricnins, este
alcaloie bloquea a la glicina y ¢] canal permanece cerrado, sin que se registre un cambio en Vi, pero la unidn de
estricnina esirreversible y, al aplicarse la glicina en ausencia de estricnina, el canal puede abrirse de nueve.

SCNYCl, demastraren que la conductancia ne
disminuye monotdnicamente al aumentar dicha
relacién molar, lo que significa que dentyo del ca-
nal existe més de un sitio de unién por el cual
compiten los aniones.

Las corrientes activadas por glicina, como las
que se provocan por oiros transmisores, decaen
conforme los receptores postsindptices experi-
mentan el proceso de desensibilizacién. Por
ejemplo, Ia aplieacién de la glicina a las neuro-
nas DRG en cultivo proveca una corriente méxi-
ma que se desensibiliza en dos etapas, con sen-
das constantes de tiempo de 2 y 20 segundos.
Esto quiere decir, que el canal del RGly pasa por
varios estados phiertos y varias estados cerrados
y concuerda con los diversos subestados de con-
ductancia (Bormann, 1990).

Sakmann y sus colaboradoves (1982, 1983)
han demostrado que la corriente al pico, regris-
trada mediante fijacién de wvoltaje (“voltage-

clamp”), aumenta proporcionalmente con el cua-
drado de la concentracién de glicina administra-
da, un indicio de que la apertura del canal re-
quiere de la unién secuencial de 2 moiéculas del
agonista (Bormann, 1990).

Tokutomi y sus colaboradores (1989) fueron
los primeros en registrar las corrientes provoca-
das por la glicina en las neuronas aisladas del te-
lencéfalo, con lo que demostraron que las res-
puestas electrofisiolégicas provocadas por la
ghicina también se producen con L-serina, L.ala-
nina, D-alanina, B-alanina y taurina, perono con
GABA. Por otra parte, del mismo trabajo se con-
cluyd que los aminoéacidos que provocan respues-
tas electrofisiolégicas en el RGly son también ca-
paces de desensibilizar de manera cruzada al
receptor y, a partir de estos datos y del anilisis
de la estructura de los aminodcidos utilizados, se
ha propuesto que la unién de la glicina a su re-
ceptor se realiza por la interaccién de sus grupos




NHz y COO’ en dos sitios diferentes y la unidn,
por puentes de hidrégeno, a un tercer sitic que

—impone restricciones alostéricas y-tiene unalo——tante fue-la-evidencia-de-que-la-unién de-estric—

calizacién asimétrica dentro del receptor (Toku-
tomi y col, 1989).

M#s tarde, Takahashi y Momiyama (1991) de-
mostraron que e¢f RGly, en rebanadas de la mé-
dula espinal de la rata, presenta varios estados
de conductancia, asf como las mismas cinéticas
de apertura y de cierre que presentan las neuro-
nas en cultivo y las neuronas nisladas. Ademis,
el registro de las corrientes del RGly en el soma
yen las dendritas de las neuronas medulares fue
igual entre los sitios sindipticos y extrasinédpti-
cos, todo lo cual sugiere que las propiedades elec-
trofisiolégicas del RGly, descritas hasta enton-
ces en preparaciones de neuronas aisladas, pare.
cen reproducirse in situ.

II. ANALISIS BIOQUIMICO
DELRECEPTOR DE GLICINA

pesar de que los datos electrofisiolégices han
ervido de base para idear la estructura del
RGly, su caracterizacién completa ha requeride
de la convergencia de varias técnicas. Por un la-
do, con este receptor se desarrolld unc de los en-
sayos cldsicos del use de ligandos radioactivos;
por otra parte, el RGly fue de los primeros recep-
tores de aminodcidos que logré ser aislads y ana-
lizado en cuanto a la composicién de subunidades
protefcas, lo que ha llevado al conccimiento de
las protefnas que conforman al RGly ¥ de los ge-
nes que las codifican. Para dichos fines, la estric-
nina, extraida de la planta india Stry- chnos niee-
vomica, ha sido la herramienta més importante,
puesto que, como se menciond arriba, parece ser
que no existe ligando mds especifico para el
RGly.

A. Caracteristicas de la unién
de estricnina-"H

La estrichina radioactiva (estricnina-H) se uti-
liz6 por vez primera por Young y Snyder (1973)
para medir la cinética de unién a las membranas
de sinaptosomas obtenidos de la médula espinal
y de la médula oblongada de la rata. La unién de
estricnina-*H resulté saturable y de alta afini-
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dad, caracteristicas que la asociaren con una
proteina de membrana, avngue lo mds impor-

nina-*H se inhibié por 1a glicina, asf como por la
8-alanina y ia taurina, dos aminodcides que pro-
vocan las mismas respuestas electrofisiolégicas
que la glicina. Estos datos indicaron que la es-
trienina-"H se une al RGly, corroborando los re-
sultados electrofisiologicos.

Young y Snyder (1974a) demostraron que el
desplazamiento de una melécula de estricnina-

H se efectda por dos maléculas de glicina, asi
que propusieren que la interaccién de estas molé-
culas acurve por efectos alostéricos sobre ia mis-
ma proteina. Posteriormente, los mismos investi-
gadores demestrarén el desplazamiento de
estricnina-*H por Cl" y por una serie de iones ha-
logenuros (Br', I, F), y orgdnicos (SCN™, HCOO',
CH3CO0O0%, con potencia y eficacia muy similares
a las que tuviergn para invertir al potencial post-
sindiptico inhibitorio en las motoneuronas espina-
les (Young y Snyder, 1974b). La inhibicién de la
unién de estricnina-"H por estos aniones sugirid
que el alcaloide se une al RGly en una regién que
participa en la conductancia iénica (Young y
Snyder, 1974b).

La evidencia descrita resultd tan contundente
para considerar a la estrienina como el ligande
m4s especifico y afin por el RGly, que se convir-
tig en la Gnica molécula radioactiva utilizada pa-
ra caracterizarlo, de manera que, el andlisis ci-
nético y farmacoldgico de) RGly se restringid al
estudio de 1a unién de estricnina-"H.

La unién especifica de Ta estricnin a-’H se mi-
di6 también en el sistema nervioso central de la
rana, en donde se encontré que coincide en loca-
lizacign con los sitios de transporte de alta afini-
dad de glicina radioactiva {glicina-*H) (Miiller y
Snyder, 1978}, La estricnina-3H también se uti-
lizé para estudiar al RGly en la retina de los bo-
vinos (Borbe y ¢col, 1981) y de la rata (Schaeffer y
Anderson, 1980). En cada caso, la unitn de es-
tricnina-"H se inhibid con el siguiente orden de
potencia: glicina > (-alanina > taurina, y esta se-
cuencia se considerd como una de las caracteris-
ticas diagndsticas del RGly.

La unién especifica de estricnina-’H ha per-
mitido inferir cdmo se une la glicina a su recep-
tor. Por ejemplo, Marvizén y colaboradores
(1986) demostraron, en membranas sinaptose-
males de ]a médula de 1a rata, que la interacei6n
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estricnina-glicing es alostérica, como se sugirid
inicialmente (Young y Snyder, 1974a). Por otra
parte, introdujeron el uso de otros ligandos, co-
o log derivadoes de estricnina (2-amino-estricni-
na, nitro-estricnina, etc) para competir por el si-
tio de unién de estricnina, v los derivadas del
esteroide 5, 6, 7, 8 tetrahidro-4H-isoxazol(4,5-d]
azepin-3-ol (THAZ) para competir por el sitio de
glicina (Marvizén y col, 1986).

El mismo grupo amplié y fundamentd la idea
de dos sitios diferentes para la unién del agonis-
ta y del antagonista, al demostrar que los anio-
nes CI, Br, I', 8047, y HCOO3™ regulan a la
unién de estricnina de forma negativa y favore-
cen la unién de glicina (Marvizén y col, 1986),
ademés de que encontraron que la unién de cada
tipo de ligando muestra diferente dependencia
de la temperatura: la unién de los antagonistas
{estricnina y sus derivades, el RU5135) reduce la
entalpia del sistema, mientras que cuando se
unen los agonistas (glicina, taurina, 8-alanina)
se aumentan la entropia y la entalpia (Ruiz-Gé-
mez y col, 1989a). Quiz4 esto pueda explicar por
qué los agonistas abren el canal de C1" y por qué
los antagonistas lo cierran.

Ademds de 1a B-alanina, la taurina, Ja L-seri-
na y los derivados del THAZ, existen pocas melé-
culas que sean inhibidores efectivas de la unidén
de estricnina-*H. En un intento reciente por am-
pliar esta serie, Johnson y sus colaboradores
(1992) probaren, en las membranas sinaptoso-
males de 1a médula de la rata, diversos anslogos
sintéticos de la L-prolina en el desplazamiento
de estricnina-"H, entre los cuales encontraron
que la 3.carboxi-3, 4 deshidroxipirrolidina pre-
sent§ la misma potencia que la glicina para inhi-
bir Ia unién de estricnina-"H (Icse= 8 uM), aun-
que esta molécula provocé respuestas electro-
fisiolégicas muy pobres sobre ¢! RGly, o que
apoya, de nuevo, que los sitios de reconocimiento
del agonista y del antagonista no son los mismos
(Johnson y col, 1992).

B. Aislamiento vy
purificacién del RGly

La disponibilidad de la estricnina como el ligan-
do méds affn por el RGly (Kp de alrededor 4-8
nM) permitis el us» de este alcaloide para la pu-
rificacién del complejo proteico. El primer paso

fue dado por Pfeiffer y Betz (1981), que solubili-
zaron con Tritén X-100 al RGly de la médula es-
pinal de la rata y, al unir covalentemente la es-
tricnina-"H con el receptor solubilizado,
marcaren una banda de 48 kDa en geles de po-
liacrilamida-dedecil sulfato de sedio (3Ds) (Gra-
ham y col, 1981). A partir del receptor solubiliza-
do, Pfeiffer y sus colaboradores (1982) aislaron
al RGly mediante el uso de la 2-amino-estricnina
acoplada a columnas de sefarosa. En este traba-
jo, que fue el inicial en cuanto al andlisis de la
compesicién del receptar, se reportd por vez pri-
mera la existencia de tres proteinas como las
constituyentes: de 48, 58 y 93 kDa, y mediante el
andlisis de sedimentacidn en gradiente de saca-
Tosa, se taleuld la masa total del receptor en 246
kDa (Pfeiffer y col, 1982).

El receptor purificado se utilizé para generar
anticuerpos monocionales, de entre los cuales los
m4s scbresalientes son los denominados mAb 4a
y mAb 7a, que reconocen a la subunidad de 48
kDay de 58 kDa (4a)y de 93 kDa (7a) (Pleiffer y
col, 1984). El reconocimiento cruzade indica que
los diferentes polipéptidos del receptor son ho-
mélogos entre si.

Mas tarde, se descubrié gue el RGly nislado y
purificado de la médula espinal del cerdo com-
parte la composicién polipeptidica y la reactivi-
dad inmunolégica con el RGly de la rata (Gra-
ham y ¢ol, 1985). A partir de esta preparacion y
con el uso de lectinas, se demostré que las subu-
nidades de 48 y 58 kDa son proteinas que experi-
mentan glicosilacién, pero no asi la de 93 kDa.
Este hecho, junto con 1a localizacién det antigeno
reconocido por el anticuerpo 7a, siempre sobhre la
cara citopldsmica de la membrana (Triller y col,
1985; Altschuler y col, 1986), establecieron las
bases para considerar que la proteina de 93 kDa
es periférica ¢ intracitopldsmica, y que las de 48
v 58 kDa son proteinas integrales de la membra-
na,

La topografia del receptor de glicina terminé
de moldearse’con el uso de reactivos de entrecru-
zamiento de proteinas, con los cuales se obtuvo
el hetero-dimero de 48 y 58 kDa, excluido siem-
pre el polipéptido de 93 kDa (Langosch y col,
1990). Ya que la proteina de 48 kDa siempre fue
la més abundante en estas preparaciones, y de
acuerdo con la masa total del receptor (246 kDa),
se propuso un medelo en el cual el RGly es un
pentdmero de tres subunidades de 48 y dos de 58




kDa, con la asociacién periférica de la de 93 kDa
sobre la cara citopldsmica de la membrana (Fig
2) (Langosch y col, 1950).

C. Reconstitucién del RGly

En 1989 se reconstituyé al RGly de la médula es-
pinal de 1a rata en liposomas de fosfatidileolina
(Garcia-Calvo y col, 1989), preparacién bajo 1a
cual se demostré una corriente de Cl” en res-
puesta a la estimulacién con glicina, asf como la
unidén de estricnina-"H con el mismo perfil far-
macolégico que el RGly “native” (Garcia Calvo y
col, 1989).

El RGly reconstituido en vesfeulas de fosfoli-
pidos ge utilizé para localizar los sitios de unidn
deglicina y estricnina dentre de la subunidad de
48 kDa. Ruiz-Gémez y colaboradores (1989b),
encontraren que, al modificar a los residuos de
lisina, se aumenta la concentracién de glicina

ue es necesaria para desplazar a la estricnina-

H, aunque la interaccién mol a mol de estos li-
gandos se mantenga constante. Mds adelante se
demostrd que 1a modificacién de los residuos de
tirosina reduce el miimere méximo de sitios de
unién de estricnina-’H, sin alterar su afinidad y,
por protedlisis de la subunidad, determinaron
que estos residuos estdn en el fragmento que

Fig 2 Esquema de la estructura oligométrica del
RGly conforme se ha propuesta por Langosch y colabo-
radores (1990). Los sitios de reconocimiento del ago-
nista ¥ del antagonista se localizan sobre las subunj-
" dades de 48 kDa, mientras que se supone que lade 93
kDa funciona para anclar al receptor con el citoesque-
leto neuronal (Kirsch y col, 1993}, los detalles se discu-
ten en e) texto.
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comprende a [os aminodcidos 171-220 (Ruiz-Gd-

ig  mezycol;1990) Dichofragmentose localizapx-

tracelularmente y es equivalente al sitio de
unién de los antagonistas en la subunidad a del
receptor nicotinico de acetileolina (Steinbach e
Ifune, 1989; Vandenberg y col, 1992).

1L ANALISIS GENICO DEL RGly
A.La subunidad de 48 kDa: ¢

Los estudios de marcaje covalente de la subu.
nidad de 48 kDa con estricnina-*H, demaos-
traren que el marcaje puede prevenirse con glici-
na (Graham y col, 1981), asi que esta subunidad
incluye el sitio de unién del antagonista y el del
agonista, como se deduce también de la evidencia
expuesta mas arriba, Por tal razén, y dado que se
disponia entonces del receptor purificado, la su-
bunidad de 48 kDa fue la primera del RGly que
se sometié al andlisis a nive! de los dcidos nuclei-
cos. Grenningloh y colaboradores (1987) utiliza-
ron varios fragmentos de esta subunidad para, &
partir de su secuencia de aminodcidos, sintetizar
oligonucleétidos y revisar las bibliotecas genémi-
cas del sistema nervioso central de la rata. La es-
trategia les permitié aislar y clonar al gen que co-
difica a la subunidad de 48 kDa, a partir de
entonces denominada @, del RGly de 1a médula
de la rata. E] gen codifita a una protefna de 421
residuos de aminodcidos, cuyo extremo amino-

- terminal es extracelular y que ademds, presenta

un sitio de glucosilacién enel residuo 38. El perfil
de hidropatia de la proteina demostré que tiene
cuakro segmentos transmembranales (secuen-
cialmente Mi1-Ms}, entre los aminodcidos 220-
246, 253-270, 285-308 y 393-410, los cuales po-
drian formaral canal de CI del RGly.

La comparacién entre este gen, asi como de la
proteina deducida, con la subunidad « del recep-
tor nicotinico de acetileolina (nACR) dernostré
que el 21% de los aminodcidos son idénticos y
atra 22% tiene propiedades quimicas similares
{cambios conservativos), con 1o que surgié la no-
ci6n de gque ambos receptores fueran homélogos.
La idea se corroboré al encontrarse que los seg-
mentos extracelulares comparten un par de cis-
teinas en las posiciones 140 y 154, las que pue-
den formar un puente disulfuro y asi un asa que,
se supone, permite la unién del ligando (Gren-
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ningloh y eol, 1987). Un reporte simultdneo so-
bre el receptor ionotrépico de GABA (GABAA)
(Schofield y col, 1987) permitié deducir que las
subunidades de los tres receptores mencionados
son homélogas, y se obtuvo el primer indicio pa-
ra considerar la existencia de una familia de re-
ceptores ionotrdpicos. Se presenta un esquema
de 1a subunidad « del receptor de glicina en la
Fig3.

Mediante la expresién heteréloga de las pro-
teinas neuronales, la cual se realiza inyectando
a los ovocitos de la rana Xenopus con los ARN
mensajeros obtenidos de las neuronas, puede
analizarse a los diversos receptores de neurop-
transmisores, aun cusndo no se conozca la es-
tructura del gen que los codifica. Con esta estra-
tegia, Akagi y Miledi (1988) registraron las
corrientes idnicas del RGly de la médula de la
rata, cuyas caracterfsticas electrofisioldgicas y
farmacoldgicas les sugirieron la existencia de di-
versos isoformas de este receptor. La diversidad
sugerida en este trabajo se confirmé al encon-
trarse diversas variantes génicas de la subuni-
dad a del RGly, que se presentan tanto en la rata
como en el humano (Grenningloh y col, 1990, v
cuyas propiedades m4s relevantes se describen
m4s adelante.

B.La subunidad de 58 kDa: §

Puesto que los sitios de unién de agonistas yanta-
gonista del RGly se localizaron dentro de la subu-
nidad a (Graham y col, 1981)y, dado que la expre-
sién heterdloga del gen de ésta fue suficiente para
generar receptores con caracteristicas similares
a las registradas in situ (Schmieden y col, 1989),
se pensé gque, ademds de incluir a los sitios de
unién de los ligandos, 1a subunidad o constituye
al canal de CI" del complejo. Sin embargo, Gren-
ningloh y colaboradores (1990b) aislaron y clona-
ron al gen que codifica a Ya subunidad de 58 kDa,
denominada B, y esta proteina, expresada ent ovo-
citos de Xenopus, respendié a la estimulacién con
glicina generando una corriente de CI” sensible a
estricnina. Este dato constituye una evidenciade
que para formar al receptor in situ se requiere de
1a participacién de ambas subunidades, adem4s
de que podrian encontrarse isoformas homopé-
neas, es decir, sélo con subunidades « o sélo con
subunidades 8 (Betz, 1991). La subunidad 8 pu-
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Fig 3 Secuencia de aminodcidos (i) y estructura es.
quematica de la subunidad o del RGly (ii). Los aminod-
cides{a.a.) se simbolizan por el c6digo de una letra, las
secuencias subrayadas (M)-M,) corresponden a las se-
cuencias transmembranales probabjes. Se muestra
también la secuencia de la subunidad o« del receptor
nicotinico de acetileolina (nACR), para fines de compa-
racién: los a.a. encerrados en lineas contintas son
idénticos, en lineas discontindas estén las sustitucio-
nes conservativas y los tridngulos mavrcan & los a.a.
susceptibles de glicosilacién, (i1) Esquema de la subu-
nidad o del Rgly propuesto por Ruiz-Gémez y sos cola-
boradores (1990).

diera no ser exclusiva del RGly, ya que los sitios
en los que se encuentra el ARN mensajero
(ARNm) de esta proteina no coinciden totalmente
con los sitios de unién especifica de estrienina-

H, ni con los sitios de expresién del ARNm de la
subunidad a (Malesio y col, 1991); no obstante, no
hay duda de que forma parte del receptor in sity,
como se deduce de lo expuesto anteriormente y de
datos que serdn enumerados mésadelante,

C. Experimentos de co-expresidn
heterdloga de las subunidades oy

El andlisis génicode las subunidades del receptor
de glicina ha tenido un desarrollo sorprendente.




Hasta 1990 se habian encontrado 3 variantes de
la-subunidad & para el RGly de la rata, secuen-
cialmente (1, o2, 03, y dos variantes de la subuni-
dad B (Langosch y col, 1990). Las variantes difie-
ren en su localizacién temporal: a1 en el adulto,
oz enlos neonatosy en la etapa embrionariay aa
durante los primeros estadios postnatales, asi co-
mo en su localizacién espacial: ca en 1a médula
espinal y el tallo cerebral, @3 en el cerebro ante-
rior ¥ B en el resto del cerebro (Betz, 1991). Aun
cuando estas subunidades difieren en su secuen-
cia de aminodcidos, todas muestran alta afinidad
enlaunién de estricnina-"H y su desplazamiento
por glicina y otros agonistas, asf como la capaci-
dad para generar corrientes de CI'.

No obstante, el hallazgo mds sorprendente ha
sido el de una variante que activa una conduc-
tancia a Cl” en respuesta a la glicina, sin que és-
ta pueda ser antagonizada por la estricnina en
concentracién menor a 1 uM (Kuhse y col, 1990),
lo cual resulta sorprendente si se considera que
1a afinidad del alcaloide por el resto de las subu-
nidades se encuentra en el intervalo de concen-
tracién nanomolar, La subunidad, que se conoce
como oz*, difiere con respecto a la o2 en el ami-
nodcido que ocupa la posicién 167: op* tiene un
dcido glutdmico en lugar de glicina. Mas que ser
una quimera, el ARNm de la subunidad oz* es el
mis abundants en la médula espinal de la rata
durante los primeres diez dias postnatales, lo
que quizé explica por qué los roedores neonatos
son insensibles ala estricnina {(Betz, 1991).

Cuando se expresan en ovocitos de Xenopus,
las variantes g1 y a2 difieren en su sensibilidad
a los agonistas del RGly: los receptores formados
solamente de variantes o1 thomo-oligémeros ay)
se activan por la B-alanina y la taurina, mien-
tras que los homo-oligémeros a2 requieren que
dichos aminoécidos se apliquen en toncentracio-
nes hasta 30 veces mayores que con las gque res-
ponden las homo-ocligémeres o (Schmieden y
col, 1992). Pese a que ambos tipos de vanantes
responden en el mismo intervalo de concentra-
ciones de glicina, 1as corrientes generadas son
siempre tres, o méds veces, mayores en las va-
riantes oz que en las oy, un indicio de que, aun
cuando sa congerven los mismos sities de recono-
cimiento, la conductividad del canal puede ser
diferente (Schmieden y col, 1992).

Loshomo-oligémeros o presentan como carac-
teristica particular e) que son inhibidos por pi-
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crotoxina (Schmieden y col, 1989; Sontheimer y
col, 1989), un alcaloide que in situ bloquea a la

corriente de Cldel-receptor GABAA;perono-la__

del RGly. En particular, este hecho sugiere que
los homo-oligémeros adquieren caracteristicas
particulares que el RGly nativo ne presenta, y
como ejemplo estd el aumento en la afinidad de
los homo-oligémeros w1, cuando se expresan en
alta densidad en ovocites de Xenopus (Taleb y
Betz, 1994); en este caso la afinidad por la glici-
na, la B-alanina ¥ }a taurina se aumenta entre 5
y 6 veces con respecto al RGly nativo, mientras
que la sensibilidad a estricnina se reduce en la
misma medida.

La expresién heterdloga en la linea celular
293 [de rifién de humano), de cada una de las va-
riantes ¢ y de las diversas mutantes puntuales
de ésta, demostrd que el sitio de unién de estric-
nina-"H incluye a los residuos de aminodcides
glicina 160, tirosina 161, lisina 200 y tirosina
202 (Vandenberg y col, 1992). Ya que, de acuerde
con la estructura deducida de la subunidad
{Grenningloh y col, 1987, estos residuos se en-
cuentran en una asa extracelular, y puesto que
esta region es homdloga en las subunidades cde
los receptores GABas y nACR se ha propuesto
que la regién tiene una estructura terciaria co-
min en 108 tres receptores (Vandenberg y col,
1992).

Schmieden y sus colaboradores han demos-
trado que, en la variante ay, los aminodcidos 111
y 212, que son una isoleucina y una alanina res-
pectivamente, determinan la pobre sensibilidad
2 taurina, pues cuando éstos son sustituidos por
valinas, la taurina produce respuestas electrofi-
siolégicas con 1a misma potencia que la glicina
{Schmieden y col, 1992). Por otra parte, también
mediante expresién heterdloga, se sabe que los
homo-oligémeros de cualquiera de las subunida-
des o forman canales con varios estados de con-
ductancia. La conductancia mds frecuente de-
pende de qué aminoscido se encuentr3 vecesa en
l1a posicién 121, dentro del segmento Mz, y que es
una glicina en las subunidades nativas az (Bar-
mann y col, 1993). Asi, se sugiere que es el seg-
mento M2 el gue, con mayor probabilidad, forma
el canal de C1" del RGly.

La subunidad §§ también forma receptores con
diversos estados de conductancia, pero su con-
ductancia es mucho menar con respecto a los ho-
mo-oligémeros a (Grenningloh y col, 1990b). Lo



Ciencia (1996)/ Sintesis de investigacicn

que es mds relevante, sin embargo, es que la su-
bunidad B confiere la resistencia a picrotoxina,
puesto que los hetero-oligémeros o/f ne se blo-
quean por este alcaloide (Pribilla y col, 1992), tal
como se comporta el RGly in situ. Ademds, los
hetero-oligdmeros o/} presentan conductancias
iguales alas que se registran en la médula espi-
nal de la rata, de tal forma que se corrobora la
nocién de que el RGly es, en forma nativa, an he-
tero-oligémero a/B.

Los datos referentes a la subunidad o del
RGly, enunciados arriba, indican que existen va-
riantes que presentan diferencias puntuales,
mismas que explican, aparentemente, 1a discri-
minacifn entre unos y otves agenistas; funda-
mentalmente, la mayor conductividad de unas
variantes respecto a la de otras. Un caso extre-
me de dicha situacién lo constituye una doble
mutante de la subunidad ¢1, reportada por
Schmieden y sus colaberadores (1993), en la cual
se intercambiaron la femilalanina de la posicidn
159 por una tirosina, y la tirosina de la posicién
161 per una fenilalanina. La variante resultante
fue 3 veces m4s sensible a la fi-alanina que a la
glicina (Ecse = 7 uM vs 22 pM), asi que, parece
ser que los residuos de aminodcidos que partici-
pan en el reconocimiento de los agonistas son los
que se encuentran en la posicién 112 y 212, que
son los que impiden que se reconozea a la tauri-
na, y también los que ocupan la posicién 159 y
161, que discriminan entre la glicina y 1a B-ala-
nina; finalmente, el amino4cido en la posicion
160, que es una glicina, determina la alta sensi-
blidad ala estricnina.

El grupo de M Montal, en los Estados Unidos,
ha hecho una contribucién importante a la ditu-
cidacién de la estructura del canal de CI” del

"RGly, al sintetizar diversos péptidos con la se-
cuencia de los supuestos segmentos transmem-
branales y utilizar a éstos para geperar canales
aniénicos. Asi, han determinado que solamente
el M2 forma an canal aniénico, el que presenta
tres caracteristicas sobresalientes: la primera,
que Yos residuos de arginina son determinantes
para la conductividad; 1a segunda, que los cana-
les formados por los péptidoes son octdmeres, y la
tercera, que la estricnina no puede bloquear a
este canal, aungue si 1o hacen otras moléculas
que inhiben intercambiadores o canales anidni-
cos, comao el deide nifhimico, ia lidocaina y la pi-
crotoxina (Laxma-Reddy y col, 1993). Todo esto

sugiere que la estricnina requiere de ser recono-
cida por las secuencias extracelulares para po-
der bloguesar al canal aniénico del RGly, y que el
canal, en si mismo, puede no ser tan especifico
con respecto a los antagonistas que lo inhiben.

D. La subunidad de 93 kDA:
gefirina

El aislamiento y la clonacidn delgen de la protei-
na de 93 kDa fue logrado en 1992 (Prior ¥ col,
1992). El marco de lectura del gen corresponde a
una proteina con 736 residues de aminoscidos,
con un sitio de unién covalents de dcido miristico
en el extremo amino terminal y tres regiones de
hélice o que pueden asociarse a la membrana
plasmdtica. La proteina de 93 kDa ha sido re-
nombrada como gefirina, del vocablo griege que
significa puente (Prior y col, 1992), por que se sa-
be que la proteina se une a la tubulina con muy
alta afinidad (Kirsch y col, 1991} y quiz asi se fi-
ja al citoesqueleto y ancla al RGly, Un hecho que
corrobora esta nocign es que, cuando se impide
1a traduccién del ARNm de la gefirina en las neu-
ronas de la médula espina! en cultivo, éstas no
pueden incorporar al RGly a la membrana plas-
midtica, aun cuando los niveles de las otras subu-
nidades no se alteren (Kirsch y col, 1293).

Asf, el RGly es el dnico receptor ionotrépico
para el cual se tiene la evidencia de que el citges-
queleto de la post-sinapsis, en este caso por me-
dio de Ja gefirina, lo mantiene en posicign fija:
hasta 1993 se conocia de la participacién de la
agreguina, una proteina de matriz extracelular,
en el anclaje det nACR, mientras que para el res-
to de los veceptores de aminodcides se supone

‘que el anclaje debe mediarse por el citoesquele-

to, sin tener tadavia una evidencia que sustente
tal idea (Froehner, 1993).

El que los ARN mensajeros del gen de 1a gefiri-
na se encuentren, adem4s de en el sistema ner-
vioso central, en el higado, el pulmén y el rifién,
junte con la evidencia de que se une a la tubuli-
na, sugirid que la gefirina pudiera realizar fun-
ciones generales de anclaje de las proteinas
membranales con el citoesqueleto, en lugar de
tener una funcién tnica dentro del complejo del
RGly (Prior y col, 1992) y, en tal caso, es impor-
tante reconsiderar la evidencia que se ha obteni-
do respecto a la localizacién de Jas sinapsis glici-
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IV. REGULACION DEL RGly

A.Modificaciones quimicas
no-fosforilantes

xisten diversos procesos que modifican a la

actividad de una protefna, sea ésta una enzi-
ma, un transportador ¢ un receptor de membra-
na, Con respecte al RGly, desde las investigacio-
nes pioneras de Young y Snyder (1974a} se supo
que los aumentos en pH disminuyen el coeficien-
te de Hill (nH) para el desplazamiento de estrie-
nina-"H por glicina, mientras que el desvio hacia
alaacidez inhibe este desplazamiento.

Sin embargo, Ja regulacién de la unién de es-
tricnina-H al RGly no fue estudiada con detalle
sino hasta 1986, en que Marvizén y colaborado-
res reportaron un aumento en la unidn de estrie-
nina-"H por las sales de sodio de !os aniones Br',
Cl, T", 8CN’, NO3", HCOO, 804 , y CH3COO",
lo que se explicé por la interaccién de los con-
traiones sobre el canal del RGly y proporcionan-
do asi apoyo a la idea que la estricnina se une es-
te pore (Marvizén y col, 1986). Mds tarde,
Ruiz-Gémez y colaboradores (1991a} demostra-
ron que la reduccién de los puentes disulfure au-
menta el nH en e! desplazamiento de estricnina-

H por glicina, pero ocurre lo contrario al
estabilizar éstos por oxidacién. Asi, se originé la
idea de que la oxidacién-reduccion de los grupes
sulfhidrilo del receptor pueden modular su fun-
cién in gitu (Ruiz-Gémez y col, 1891a), idea que
se corroboré mds adelante, mediante registros
electrofisioldgicos de las células gangiionares de
la retina (Pan y Lipton, 1992).

B.Modificaciones fosforilantes

Se reconoce que la incorporacién covalente de
grupos fosfatp a las proteinas es un mecanismo
para regular suactividad (Dohiman y col, 1991),
y para el RGly se estudié por primera vez en
1990, cuardo Song y Huang registraron, en las
neuronas espinales del nervio trigémino de lara-
ta, un aumento en la corriente de C)* como resul-
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tado de la intraperfusion con adenosil monofos-

-...—anticuerpomAb Ta, quereconoce alagefirina_ fato ciclico (aMPce), o con la proteina cinasa de-

pendiente de éste (PKA). Por ¢l contrario, Agoy-
pan y sus colaboradores (1993) registraron un
descenso en la corriente de! RGly en las neuro-
nas taldmicas del nicleo ventromedial luego de
perfundirlas con AMPe, efecto que pudo ser rever-
tido por la aplicacién de H8, droga que inhibe a
la PKA, sefialando con ello que esta cinasa tam-
bién participa en el fendmeno. Los efectos opues-
tos pueden deberse a que se estudiaron diferen-
tes tipos neuronales, ¢ a gue cada neurona
presenta isoformas del RGly con susceptibilidad
diferente para ia fosforilacién.

Con una técnica diferente, en las membranas
de la médula espinal de la rata, Ruiz-Gémez y
colaboradores {1991b), demostraron la fosforila-
cién de la subunidad o del RGly en el asa intraci-
toplasmica M3-Ma, y cuando los fragmentos del
péptido fosforilado se separaron por cromatogra-
fia en capa fina, los residuos de serina resulta-
ron ser los sitios de incorporacién de fosfato, La
cinética y la farmacologia de este proceso sefiala-
ron que la proteina-cinasa C (PKC} fue la respon-
sable de la fosforilacién (Ruiz-Gémez y col,
1991b). Luego se demostrd que la tasa de fosfori-
lacién por la PKC es mas rdpida en presencia de
agonistas que en presencia de antagonistas del
RGly, un indicio de que el receptor en su forma
activa es un blanco preferente de la PKC (Vaello y
cal, 1992}, y en un trabajo posterior esta fosfori-
lacién disminuyd la corriente del RGly en ovoei-
tos de Xenopus, mientras que, en el mismo siste-
ma, la fosforilacién mediada por PKA aumenté la
corriente (Vaello y col, 1994); asi, la fosforilacon
dal RGly in vivo puede oturrir por diversas vias,
siendo esto una posibilidad de que interactien
diversos sistemas de neurotrangmisores,

La gefirina es una proteina que también se
modifica por fosforilacién, pero a diferencia de Ta
participacién de la PXC yde la PKA en la fosforila-
cién de la subunidad & (Ruiz-Gémez y col, 1991b,
Vaello y col, 1992, 1994; Agoypan ¥ col, 1993),
Langosch y sus colaboradores (1992) demostra-
ron que la fosforilacion dela gefirina no presenta
las caracteristicas farmacoldgicas de las protei-
nas-¢inasas activadas por nuclestidos ciclicos, ni
de la PKC. Aunque no existe controversia, pues el
sustrato de cada fosforilacidn es diferente, en un
caso la subunidad a y en éste la gefirina, si se su-
giere que, in xitu, 1a fesforilacién del RGly acurre
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sobre sus diversas subunidades e incluye la par-
ticipacitn de diferentes sistemas.

C. Papel de la gefirina

Como parte de la regulacidn del RGly, la Gefiri-
na empieza a gcupar un sitio preponderante:
aunque su participacién en la unién del ligando
y en la apertura del canal ne se han demostrado
{Langosch y col, 1990), los estudios que demues-
tran que co-purifica con tubulina y que se une a
elia con muy alta afinidad (Kp = 2.5 nM), expli-
can por qué el receptor purificade pueda unirsea
tubulina polimerizada (Kirsch y col, 1951).

Por otra parte, la co-expresin de la gefirina
con las diferentes variantes de la subunidad o
ha demostrado que la primera modifica la afini-
dad per el ligando: en la linea celular 293, la afi-
nidad de los homerreceptores az porla glicina se
aumenta en presencia de gefirina, mientras que
se reduce la sensibilidad a estricnina (Takagi y
col, 1992).

La co-expresidn de la gefirina con los oligdme-
ros de la variante oa, a con los heterodimeres g
-az, produjo el mismo fenédmeno de regulacidn,
todo lo cual se explicé por 1a posible interaceién
de la gefirina con el citoesqueleto (Takagi ¥ col,
1992).

D. Regulacién por esteroides

La regulacién que pueden efectuar los esternides
sobre los receptores acoplados a canales idnicos
se describi6é primero para el receptor GABAA (Ha-
rrison y Simmonds, 1983). Pronto se encontré
un efecto similar para el RGly (Gent y Wacey,
1983), en particular, un aumento por clormetia-
zol en las respuestas electrofisiolégicas, tanto
por aplicacion jontoforética en el tallo cerebral,
como por inyeccién intraperitoneal en la rata
(Genty Wacey, 1983).

Al respecto, Wu y sus colaboradores (1990}
utilizaron neuronas bajo fijacién de voltaje para
demostrar que 12 progesterona y sus metabolitas
disminuyen las corrientes de Cl" abiertas por gli.
cina, al contrario del efecto que provocan las
mismas moléculas sobre las corrientes del recep-
tor GABAA. Los experimentos de competencia por
el RGly demostraren que los esteroides se unen

a un tercer sitio, diferente de aquellos del ago-
nista y del antagonista (Wu y col, 1990).

Este tipo de resultados también se hallaron
en el nervio dptico de la rata, donde se demostré
un auments en la afinidad del RGly por la glici-
na como resultade de la aplicacién de diverses
corticostercides y del clormetiazol (Prince y Sim-
monds, 1992). En este caso, como en trabajos an-
teriores (Gent y col, 1983; Wu y col, 1990), el
efecto fire diferencial sobhre el RGly con respecto
al GABAA, de modo que los sinergistas de la ac-
cién de la glicina medularen negativamente las
respuestas provocadas por GABA, pere los este-
roides que aumentaron las respuestas a este (l-
time no tuvieron efecto sobre las de glicina (Prin-
cey Stmmonds, 1392).

CONCLUSIONES

El RGiy es uno de los receptores ionotrdpicos so-
bre los cuales se ha estudiade més y, a diferencia
de los receptores de otros neurotransmisores, es
un receptor de! que se han hallado muy pocos ti-
pos de subunidades (considérese, por ejemplo, el
gran namero de subunidades que se conocen del
receptor GABAA, del nACR o de los receptores de
aminodcides excitadores, tanto de tipo NMDA co-
mo no NMDA), Quiz4 esto refleje que, en realidad,
pese a las diversas variantes de subunidades en-
contradas en ¢l RGly, este receptor sea mds ho-
mogéneo que el resto de los integrantes del gru-
po de los receptores ignetrépicos; pero no debe
descartarse la posibilidad de que !as variantes
del RGly no hayan sido percibidas por circuns-
tancias experimentales: consideremos que, debi-
do al uso exclusivo de la estricnina-3H para se-
nalar al RGly, nadie se percaté del otro receptor
donde la glicina actia, el cual es ef tipo NMDA de
aminodcidos excitadores, hasta que este hecho
s hizo evidente por electrofisiclogia de peuro-
nas en cultivo (Johnson y Ascher, 1987), Hasta
ahora sabemos de esos dos sitios de accign de a
glicina como neurotransmisor, pero todes los
otros neurotransmisores también acttan sobre
receptores de tipo metahotrépico, algo que nadie
ha sugerido para la glicina. Puede ser que Ja ca-
rencia de evidencia al respecto se deba a un rigi-
do esquema experimental, dentro del cual se en-
casilla a Ja glicina como una molécula que activa
aun canal de Cl- intrinseco al RGly.
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ABSTRACT

Glycine is the major inhibitory neurstransmitter in
the mammalian spinal cord. In this tissue, glycine
opens a chloride channel which is antagonized by the
alealoid strychnine. The interaction between glycine
and strychnine over the post-synaptic giycine recep.
tor is one of the best examples of agonist and an-
tagonist specificity, as well as of which investigation
strategies are being followed in order to ciarify the
identity of a transmitter together with its receptors
characteristics. In this work we describe the most
relevant information relative to the way in which the
glycine-strychnine relationship is being taken ad-
vantage of in order to make out of GlyR cne of the
best electrophysiclogical, biochemical and malecular
biology Teceptors known to date.
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RESUMEN

En la retina los fotorreceptores transforman la luz
en un impulso nervioso que se transmite a las célu-
las bipolares y de éstas a Jas ganglionares, las que
lo conducen al encéfalo por el nervio 6ptico. El
impulso se modula dentro de la retina por la acti-
vidad de las células horizontales, amacrinas e
interplexiformes. La glicina se libera de la retina
por estimulos despolarizantes ¢ hiperpolariza a las
ctliflas Aoiizontales, amacrinas, bipolarés 'y gan-
glionares. En la retina se ha encontrado el sistema
de transporte de alta afinidad de glicina y su recep-
tor postsindptico. Esios resultados demuestran que
la glicina funcionz como neurotransmisor en las
capas plexiformes de la retina, donde modulan la
actividad de las interneuronas y del impulso nervio-
so generado en los distintos tipes de fotormecep-
tores.

PALABRAS CLAVE: Visidn, sinapsis, amino-
acidos, receptlores, interneuronas.

ABSTRACT

In the retina the photoreceptors transform the light
into a nerve impulse which is transmitted to the
bipolar cells, through them to the ganglion cells and
by their axons into the encephalon. The horizontal,
amacrine and interplexiform cells modulate the
primary impulsebefore itarrivesinio the encephalon.
In the retina the release of glycine by depolarization
has been shown as well as the presence of the high
affinity glycine uptake system and the postsynaptic
glycinereceptor onseveral interneurons. This shows
that glycine serves as a neurotransmitter in retinal
plexiform Jayers, modulating the activity of the
inierneurons and also the nerve impulse from the
distinct photoreceptors.

KEY WORDS: Vision, synapse, amino acids,
receptor, interneurones.

INTRODUCCION

El sistema nervioso permite que los organismos
extraigan informacién de las caracteristicas del am-
biente y se adapien a €] con éxito. Para lograr esta,
el sistema nervioso se sirve de los 6rganos de Jos
sentidos, que captan diversas formas de estimulos
que el organismo procesa y a loscuales responde. En
el caso de los estimulos visuales, la retina sustras

informacién de la energia luminosa y la transforma

el impulsos Elfctricos, que es 1z formz en que llega
al sistema nerviosa,

La retina logra esta funcion porque dentro de ella
existen neuronas especializadas: los fotormeceplores,
de los que hay dos tipos, los conos y los bastones,
que reciben y transforman los esiimulos luminosos.
Los conos son sensibles a la luz de diferentes longi-
tudes de onda, es decir, de diferentes colores, mien-
tras que los bastones s6lo son sensibles a luz de baja
intensidad o escotdpica. El impulso nervioso gene-
radoen los folorreceptores se Lransmite alas células
bipolares y, antes de transmitirse al encéfalo, las
interneuronas retinianas realizan una integracién
primaria del impulso nervioso. La estructuza histo-
16gica de la retina, de la que se muestra un esquema
enlafigura 1, esun refllejo de c6mo ocurre este flujo
de informacién.

Los fotorreceplores establecen sinapsis con las
dendritas de las células bipolares y horizontales enla
capa plexiforme externa. Las céiulas bipofares ex-
tienden su axén dentro dela capaplexiforme interna,
en donde hacen contacto sindptico con las dendritas
de lascélulas ganglionares. Los axones de las células
ganglionares, por se parte, se fusionan y mielinizan

y forman el nervio Gptico, mediante el cual el impul- ‘

s0 nervioso llega al encéfalo. La ruta que sigue ¢l
impulso a través de las fatarreceptores a las células
bipolares y las células ganglionares, se conoce como
la via vertical de la retina (1).
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Los somasde |5 células horizontales, las amacrinas
e interplexiformes estdn enla capa nuciear interna y
median lallamada via horizontal de Ja retina. Las cé-
lulas horizontales tienen sus procesos, tantodendritas
como axones, en la capa plexiforme externa, fo que
les permite recibir el impulso de un fotorreceptor y
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Figura 1. Esquema de Ia fototransduceién (A) y de la crganizacion
histolégica (B) de ta retina de los vertebrados. En la oscuridad los
folomecepiores estdn despolarizados, contienen concentraciones
altas de GMPc y liberan continuamenie glutamalo, que actia sobre
las cflutas bipolares, exciténdolas (+) o inhibiéndolas (-). En
respuestaa la juz, los foforreceplores se hiperpolarizan y disminuye
suconcentracidn dc GMPc, dejando de liberar glutamato, con loque
1as c£lulas bipolares sc desinhiben (+) 0 dejan de excitarse (-). En
B se presenta 13 distribucion de las capas celulares y sindpticas de
1a retina: s somas de Jos folormeceplores, conos (C) o bastones (R),
forman i capa nuclear externa (CNE), las células bipolares (B),
horizontales {H), amacrinas (A) e inlerplexiformes (I) forman la
capa puclest interna (CHT) ¥ Jas cllubas ganplionares, 1a capa
ganglionar (GC). Las inlemeuronas hacen sinapsis ¢n la capa
plexiforme externa (CPE) y 1a capa piexiforme inierna (CPI). Las
ficchas schalan el fiujo de informaci6n en direccién ventical por kos
fotorreceplores-bipolares-ganglionares, y en direccion horizontal,
dentro de lascapas plexiformes, por medio de lasintcrneuronas. Los
circuilos se activan (ON) o se inactivan (OFF) por la estimulacidn
luminosa.

transmitirlo a otro fotorreceptor adyacenie ¢ a una
célulahorizontal. Lasamacrinasylas interplexiformes
son el elemento postsindpticodefas célulasbipolares,
las prolongaciones de fas amacrinas se extienden
dentro de la capa plexiforme interna y establecen
contacto sindptico con otras céiulas amacrinas, con
bipolares ¢ incluso con células ganglionares. En
cambio, las interplexiformes tienen prolongaciones
dentro de Ia capa plexiforme externa ¢ intetna y son
un clemento de comunicacién entre éstas.

En ja oscuridad los fotorreceptores mantienen un
estado despolarizado de su potencial eléctrico, equi-
valente a una etapa de excitacién, por lo que liberan
constantemente un tranSmMisor quimico, que es ¢
glutamato y que actila sobre las células bipolares. La
luz, al incidit sobre la proteina rodopsina, enlos seg-
mentos externos de los fotorrcceptores desencade-
Raunacascada enzimatica que tetmina enel descen-

~'s0' de-la’ concentracién ‘vel mensa;cro “intracehilar

mornofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Esta
molécula mantiene abierto un canal que permite la
entrada de cationes, al descender la concentracién
de GMPc este canal se cierra y ocasiona que e
fotorreceptor se hiperpolarice, es decir que s¢ inhiba,
¥ sc suspenda ja liberacién de glutamato (1).

El glutamato tienc acciones opuestas sobre dos
distintos tipos de células bipolares: inhibe a aigunas
de éstas, mientras que excita a otras; €n consecuen-
cia, bajo la estimulacién luminosa el primer tipo de
célula bipolar se excita y se conace como célula
bipolar ON, el segundo tipode célula bipolar deja de
recibir ¢l mensaje excitatorio durante la estimulacién

luminosa, por lo que se inhibe y s¢ conoce entonces

como célula bipolar OFF. Las células bipoiares
mantienen el signo de la sinapsis primaria: si se
excitaron por la estimulacion luminosa, excitan, a su
vez, alacélula ganglionar con la que hacen sinapsis,
de forma que }as bipolares ON conectan con céluias
ganglionares ON y las bipolares OFF con célu-
las ganglionares OFF.

El 4rea de fotormeceptores que al ser excitados
producen una respuesta en una neurona determina-
da, se conoce como el campo receptivo de ésta. Un
estimulo luminoso suficienlemente pequeiio que
estimule s¢lo a una célula fotorreceptora activard
tinicamentie aunacélulabipolar, si el estimuloabarca
aotra célula fotorreceptora, la respuesta de Ia célula




bipolary de id ganglionar, denitro de la via vertical del
primer fotorreceptor, se reducird hasta desaparecer,
mientras que la Tespuesta de las cflulas de la via
vertical del segundo fotorreceptor empezar4 a au-
mentar, Como la activacién de un circuito coincide
con la inhibicién del adyacente, se dice que los
circuitos retinianos son antagénicos, por Jo general
se encuentra ua circuito ON adyacents a un circuito
OFF. Esto significa queun estimulo Jaminoso dentro
del campo receptivo de una neurona activa alguna
via de inhibicién sobre los circuitos adyacentes v,
efectivamente, las vias horizontales en la retina,
representan viasde inhibicion y los neurotransmisores
que liberan las céiulas horizontales, amacrinas e
interplexiformes son de tipo inhibitorio. Entre los
neurotransmisores de tipoinhibitorio se encuentrala
glicina, que funciona como posible neurotransmisor
de la retina de varias especies de vertebrados.

““La‘organizacion de la fetina cn circuitos antago- -

nicos se conserva en las estructuras centrales de la
visién, que son el miclec geniculado ateral del
talamo y la corteza occipital en los mamiferos, es
decir que la retina es primer paso de un sisterna
jerarquico de informaci6én que se rige bajo el rmismo
priacipio.

SISTEMA DE LIBERACION Y DE
TRANSPORTE DE LA GLICINA

Varias evidencias experimentales apoyan la jdea de
que la glicina funciona como neurotransmisor en la
retina. Enrespuestaa un estimulo una neuronalibera
un neurotransmisor, s¢ ha demostrado que esta
liberacién es dependiente de Ca*, ya que este catién
permite que las vesiculas que contienen al neurc-
transmisor se fusionen ala membrana presindptica y
liberen su contenido al espacio sinaptico. Por tanio,
la liberacidn de Ja glicina de las nevronas retinianas
en Tespuesta a un estimulo, sefialaria inequivoca-
mente que &sta se utiliza como neurotransmisor. Al
respecto hay datos que indican que, en las retinas del
pez, la rana y el conejo, la despolarizacién con
concentracionesaltas de K+, provocala liberaci6a de
glicina-H? previamente acumulada y de que el mis-
mo efecto se produce en los sinaptosomas aislados
de la- retina del polio (2) y de la rana (3). La
estimulacién luminosaprovocaqueseliberelaglicina
de Jaretina del gato y de larata (2). En la ranase
detect6 que la liberacién de glicina se realiza por las
células amacrinas (3).

Pérez Leén J A y Salceda Sacanelles R

Una de ias ideas bésicas en la biologfa sinéptica es
que debe existir un mecanismo que termine con la
actividad def neurotransmisor, ya sea por la degra-
dacién de la molécula o por su eliminacion del es-
pacio sindptico, mediante un sistema de transporte
que acumule al transmisor dentro de ja terminal
presindptica. De acuerdo a este principio, la carac-
terizacidny localizaciéndel sistema de transporte de
glicina, se ha utilizado para definir a las vias
glicinérgicas(2y 3). Para la glicina se ha descrito un
sistema de transporte con afinidad en el intervalo de
concentraciones micromolares, que realiza la acy-
mulacién de glicina de manera dependiente de Na* y
de energia metabdlica.

El sistema de transporte de alta afinidad para L
glicina se ha descrito en la retina del pez dorado, la
rana y el conejo, asi como en lasterminales sindpticas
aisladas de laretina de Ja rana (3). Laidentificacida
de Jas cefuilas que acumulana Ja glicina se b togrado
mediante la técnica de avtorradiografia, con la que
s¢ observa la acurnulacién de la g]ic:ina-H3 en las cé-
lulasamactinase interplexiformes. Enlospecesy an-
fibios las neuronas que acumulan glicina presentan
contactos siniptices con otras amacrinas. Ademés de
las células amacrinas e interplexiformes hay algunas
cflulas bipolares que también acumulan glicina-H* (2)

En la retina de la tortuga y del pollo ¢l transportc
de glicina se lleva a cabo por células amacrinas de
diversos tipos, en &l pollo algunas contienen ademas
péplidos neufoactivos, y es probable que manejen.
junto con la glicina, a estas otras moléculas como
neurotransmisores.

La caracterizacién autorradiografica de las ncw-
ronas que acumulan glicina-H? se ha lievado a cabo
e un gran niimero de especies dentro de 1a clase de
los mamiferos. Asise observé que en las retinas del
mono y del humano el 53% de las células amacrinas
acumulan glicina, entre ellas un subtipo conocido
como A7, que presenta uniones cOmunicantes coa
otras células amacrinas, Un resultado constante con
esta lcnica es ¢l marcaje de las células amacrinas
denominadas All, gue son el relevo sindptico de las
bipolares de bastones y que maatienen conexioncs
con las céiufas bipolares de los conos,

En contrasteconel resto delosventebrados, en Los
mamiferos las neuronas que acumulan glicina, ade-
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més de las células amacrinas, son las bipolares que
hacen sinapsis con los conos, lo que sugiere que en
la visi6n cromética existe un circuito glicinérgico en
los mamiferes (2).

Con latécnica del manejo de los dcidos nucleicos,
se ha aislado y clonado ¢! gen para el transportador
de glicina, denominado GlyT1, que es una proteina
integral de 633 amino4cides que forman 12 segmen-
105 transmentbranales. El GlyT1 es bomdlogo alos
transportadores del dcido y-amino-butirico (GABA)
y de dopamina, con los que constiteye upa familiade
transportaderes de neurotransmisores. Mediante la
técnica inmunohistoquimica se ha detectado Ja pre-
senciade GlyT1 enlossomas de Ias células amacrinas
de la retina de la rata (4).

EL RECEPTOR POSTSINAPTICO DE LA
GLICINA (RGLY)

“L:os fransmisores actian Sobie do§ grandes tipos de -

recepiores: los receptores metabotrépicos, que son
Tecepiores acoplados a la sintesis de mensajeros
intracelulares (segundos mensajeros, como el diacil-
glicerol o el inositol trifosfato), o sobre los recepto-
res jonotrépicos. La accién del neurotransmisor
sobre up receptor ionotrépico consisle en provocar
un cambio en la polaridad de la membrana. Esto se
logra porque ¢} neurotransmisor abre vias de per-
meabilidad por las que pasan fos iones de un lado de
lamembranahaciael otro. Las vias de permeabifidad
son compiejos proteicos, conocidos como capales
ibnicos, y losjonesque participan son principalmen-
te el Na*, CI, K* 0 Ca™, por mencionar aigunos.
Cada uno de los canales iénicos es selectivo paraun
i6n y cada neurotransmisor actliva solamente a ua
tipo de canal, de forma que se puede asociar la
actividad de untransmisorespecifico conla apertura
de un canal i6nico determinado. Un neurotransmisor
que abra un canal de cationes }Jlevari el potencial de
membrana de la neurona a un estado mas positivoo
despolarizado, en cuyo caso se habla de un
neurotransmisor excitatorio, Un neurotransmisor
inhibitorio abre un canal de aniones, y lleva el
potencial de membrana a un estado més negalivo o
hiperpolarizado. En el casode! receptor postsinaptico
de fa glicina (RGly), el canal es selectivo a Cl' y ¢l
complejo se compone por tres subunidades diferen-
tes: o, B y gefirina, con masas moleculares de 48, 58
y 93 kDa. Las subunidades a y f son proteinas
transmembranales que se presentan en proporcién

. sefiina 53400
Figura 2. Compesicidn oligomérica del receptor de ghicina. Dentro
de lusubunidad esik el sitio de reconocimiento de s glicina y de la
estricuina (aotagonista) y fas subunidades a y § forman al canal por
donde_fluyen los jones C1_una yez que el recepior & activa por ks _
glicina, -

de 3:2 y forman, al mismo tiempo, el sitia de uni6n
de la glicina y ¢l canal por el que sz conduce la
comiente deCl'. La gefirina esunaprotejna periférica
de membrana que une a todo e| complejo coa el
citoesqueleio neuronal. En 1a figura 2 se muestra un
esquema de la composicién oligomérica del RGly. A
1afecha se conoce Ja secuenciade aminoicidos y Jos
genes de las tres subunidades.

Existen varias estrategias para detectar fa presen-
ciade unreceptor dentro de cienotejido, unade ellas
es con €] uso de ligandos del receptor que se masquen
con radioactividad, 1a otra es Ja deteccién directa de
la proteina con el uso de anticuerpos que |z reconoz-
can, o det ARN mensajero de esa proteina, Ex el
caso del RGly en la retina, se ha ulilizado 3 la
estricnina-H’, el inhibidor més potente y especifico
del RGly como ligando radicactivo y se cuenta con
anticuerpos que reconocen a las subunidades @, By
a.]agefirina, también s ha podido sefialas la presen-
cia de Jos ARN mensajeros.

Los estudios de unién de la estricnina-H? se han
realizado en membranas totales de la retina de la rata
y del bovino(2),enlas quelacinéticay la farmacologia
son semejantes a las obtenidas de la médula espinal
dela rata. Enmembranas sinaptosomales de]a retina
de la rana, la estricnina-H® tiene sitios de uniéa
insensibles a diversos ligandos que reconocen al




RGly de ia médulaespinal, y 1a glicina-H> tiene sitios
de unién en 10s que no actija }a estricnina, pero que
no pueden atribuirse a un receptor diferente del
RGly (5), lo que sugiere que, en la retina de los
anfibios se presentan isoformas atipicas del RGly.

Existen varios anticuerpos monoclonales que
reconocen 2 las subunidades de! RGly, entre ellos
estd uno que reacciona con la gefirina y otro
que reconoce a todas las isoformas de Jas subunida-
des ay f.

En los peces, los anfibios, Ios reptiles y las aves,
el anticuerpo que reconoce a la gefirina marca a los
somas de lasamacrinas y de las ganglionares que son
postsinipticos a las células interplexiformes (6 a 8},
este patrn indica que el RGly puede mediar upa
inhibicién lateral entre circuitos vecinos.

“En'larana Xenopus laevis la gehrina se encontro
distribuida de manera dispersa sobre 1a capa plexi-
forme externa, en membranas de células postsindp-
ticas a células interplexiformes y subsindpticas a
varios fotorteceptores, de nuevo se sugiere que el
RGly participa en la transmisién lateral dentro de
ambas capas plexiformes de los anfibios.

La distribucién del RGly se ha estudiado en un
mayor nimero de especies de mamiferos. Enel gato
la gefirina se ha encontrado distribuida de manera
uniforme en toda la capa plexiforme interna y sobre
las c£lulas ganglionares, ] resto de las subunidades
se restringen a dos bandas estrechas en la capa
plexiforme interna, una en la parie central y otra
cercade la capa nuclear interna y en algunas células
ganglionares y amacrinas (9). Los estudios con
microscopia electibnica revelaron que Jas neuronas
que presentan inmunoireactividad a la gefirina son
postsinipticas para algin tipo de amacrina, lo que
demuestra que la interneurona glicinérgica, dentro
delaretinaintema de losmamiferos, esunaamacrina.
La misma distribucién se encontr$ en el conejo, ¢l
monoy larata. En todas estas especies se detectaron
lassubunidades a,, a, y f dentrodela capaplexiforme
externa, eiemento que puede considerarse como un
indicio de la participacién glicinérgica en la retina
externa de los mamiferos.

La deteccién de los ARN mensajeros de las
subunidades del RGly en la retina, se ha estudiado
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sélo en la rata (10} y se distribuyen de Ia siguiente
forma: el dela subunidad a, estden lossomasdela
capanuclearinterna y de algunas células ganglionares,
¢l dela subunidad ., en los somas de células ama-
crinas y de la mayoria de las ganglionares, y los
correspondientes a las subunidades a,, By gefirina
estén dispersos sobre la mayoria de los somas de la
capa nuciearinterna y de las células ganglionares. En
preparaciones de células aisladas se demostré que
las bipolares de bastones expresan Gnicamente a la
subunidad a,.

El anslisisdel efecto de la glicinasobre lasneuronas
retinianas in vitro puede establecer con precision
cudl es el papel de este eminoacido dentro de los
circuitos retinianos. La aplicacién de la glicina
hiperpolariza a las c€lulas horizontales de los peces,
con lo que disminuyen su respuesta a la luz, en
sspecial a la luz roja(3), de lo que se deduce que, ea
2sias Teunas exisic un circuito ghcinérgico en la
percepcidn del color a nivel de la capa plexiforme
externa, probablemente por medio de una céiula
interplexiforme. En el pez dorado se han registrado
también corrientes de Cl mediadas porel RGly en las
células ganglionares (2),

En la retina de los anfiblos 1a glicina afecta &
potencial de membrana de las células amacrinas,
bipolares y ganglionares, sobre estas dhimas ejerce
una inhibicién tonica que ayuda a establecer la
organizacién de los campos receptivos. Ademas, {a
glicinaactiva auna via polisiniptica que termina con
1a hiperpolarizacién de las células horizontales. Este
efecto indirecto de la glicina sobre las células hori-
zontales puede ocurrir por la accién de una célula
interplexiforme glicinérgica que despolarice a una
interneurona GABAérgica (inhibitoria), y esta dlu-
ma sea la que inhiba a la célula horizontal. En apoyo
a esta idea, se ha reportado la liberacién de GABA-
H? de 1a retina de Xenapus laevis por efecto de |a
glicina. Esta accién excitatoria de la glicina puede
ocurtir debide a que ¢l potencial de equilibrio del
(T, en algunas neuronas retinianas, es mais d
larizado que el potencial de la membrana (11). Los
datos sugierenlaparticipacién dela giicinadentro de
los microcircuilos retinianos de ambas capas
plexiformes en los anfibios y los peces. De manena
semejante, Jaglicina provoca la hiperpolarizacidn de
las células amacrinas de la retina del pollo, que
liberan GABA y encefalinas, ambos neutoiransmi-
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sores inhibitorios. Como consecuencia de la accién
delaglicina, laliberaci6n de estosneurotransmisores
sesuspende, de forma quelaglicinamodula también
la transmisidn inhibitoria que realizan otras molécu-
las.

Enlaretinadelos mamiferosla glicina afecta el
potencial de membrana de las células amacrinas, las
ganglionares y de algunas bipolares, y su accién esta
asociada también 2 la generacién de los campos
antagénicos. Lascélulasamacrinas ylas bipolares de
larata responden a la glicina con una corriente de CI-
que se restringe al soma, asi que la glicina pudiera
modificar la entrada sindptica a estas ¢élulas, mis
que modular su efecto sobre las células gasgiiona-
res (13).

En otros mamiferos, como el gato, se presenta

munainhibicién tdricadelas células ganglionares-ON’

por parte de Ja glicina, asi como la modulaciéa de la
via de los bastones, que actian sobre sus relevos
sindpticos, yasean células amacrinas o bipolares (2).

_ Laglicinainhibe ademas [as respuestas de las células
ganglionares-OFF de la retina del conejo, bajo con-
diciones de adaptacién a la luz, mientras que en
condiciones de adaptacién a la oscuridad, la glicina
inhibe las respuestas de las ganglionares-ON, en
donde interachia conun nevrotransmisor, probabie-
mente dopamina, que eleva la concentracién de
AMP ciclico dentro de las ganglionares (14). Asi, la
glicina puede determinar Ja generacidn de los cam-
pos receptivos por medio de la interaccidn con
varios sistemas de neurotransmisores. En la retina
del conejo se ha reportado tambjén la accién de la
glicina sobre las células amacrinas colinérgicas, que
participan en la respuesta a la direccionalidad del
estimulo luminoso,

CONCLUSIONES

Elestudio delacomunicaciénsindpticaintraretiniana
ha demostrado que Ja glicina es neurotransmisor en,
al menos, uRtipode célulaamacrinaen las diferentes
clases de vertebrados que se han estudiado. Asi, la
glicinarealizalafunci6n de establecercontactoentre
los circuitos antagénicos vecinos en la retina. Entre
los casos mejor entendidos est4 ¢l que ocurre con la
célula amacrina conocida como All, de la retina de
los mamiferos: esta célularecibe 1a entrada sindptica
de las bipolares de bastones y mantiene conlacto
sindptico con lac células ganglionares OFF y

conexones con ias bipolares de conos, de forma que
interactiia, al mismo tiempo, con el sistema de visidn
escotbpica (bastones) y con el sistema de visién
cromética {(conos). La All es una de las neuronas que
acumulan glicina, asique, porsu conectividad, la All
puede inhibir glicinérgicamente a las células
ganglionares OFF a la véz qu€ activd, ‘mediante
propagacién electrotdnica, a las células bipolares del
sistema ON, as{ se forma un circuito antagénico
entre visidn cromética y escotdpica, con laparticipa-
¢i6n de un solo nevrotransmisor: fa glicina. Estaidea
se muestra en la figura 3,
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Figure 3. La participacién de las newonas glicinérgicas ca el
establecimiento de |os circuitos antagéaicos dentro de laretina- Los
signos (+) indican una sinapsis cxcitawrin y los signoz (-) una
sinapsis inhibitoria. Las bipolarcs de bastones (BR) cooeclan
directamente sobre |as amacrinas AJl y éstas transmitea el impulse
eleclrotbnicamente a bipolares de concs (BC), activando s ua
circuito ON, Al mismo tiempa las AIl inhibesy, por medic de la
glicina, 2 las ganglionares de un circuiw OFF adyaceniz. Las
bipolares de conos eslimulan a tas inwerplexiformes glicinérgicas
dentro de la capa plexiforme intema y éstas revoalimentan, por
medio de la glicina, a las horizontales v a las bipolares deniro de Is
capa plerilomme externe. La respuests inhibitofia © exciisioria
depende del potencial electroguimico del O




La participacion de la glicina en el antagonismo
visién cromética/escotdpica se sugiere también con
baseen el hallazgo deciertas bipolares que transpor-
tan glicina y que son ¢l relevo primario de los conos

-en la retina de los mamiferos, y por las respuestas
provocadas por la glicina en Jas células borizontales
sensibles a laluz roja en los peces. La glicina actita
también sobie las neuronas sensibles a la direc-
cionalidad del estimulo visual, con lo que Ia partici-
pacién de este aminoécido en la via horizontal de la
retina intema de los vertebrados, incluye diversas
Propiedades del estimulo visual.

En la capa plexiforme externa de Ia retina de los
peces y los anfibios, la glicina parece modular la
respuesta alaluz de las células horizontales, através
de las sinapsis con las células interplexiformes. Es
posible que dicha funcién de la glicina ocurra tam-
-bién en Jos marniferos, en-vistadela.-localizacién.de
las subunidades y de los ARN mensajeros del RGLy
et la capa plexiforme externa de la retina de la rata.

Los datos que s presentan sugieren que, en la
retina, el sistema glicinérgico tiene una funcién
compleja: es probablemente ¢l neurotransmisor de
las c&lulas amacrinas e interplexiformes o que per-
mite establecer un circuito entre las dos capas
plexiformes, ¢l cual participa en la formacitn de los
campos antagdnicos.
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Antecedentes

En la retina de los mamiferos la transmisién glicinérgica se restringe 2 Ia capa plexiforme
interna (Wissle y Boycott, 1991), mientras que existen evidencias experimentales, con ¢l uso de
técnicas diversas (Voaden, 1976; Borges y Wilson, 1991; Yang y Wu, 198%; Smiley y Yazulla,
1990), de que la glicina actita como neurotransmisor dentro de ambas capas plexiformes en la
retina de la rana, lo que podria ayudar a explicar la complejidad caracteristica de esta retina.

Como parte de la caracterizacién de la glicina como neurotransmisor en la retina de la rana,
Salceda (1989) demostrd que la retina completa y sus fracciones sinaptosomales, derivadas de la
capa plexiforme extena (P1) y de 1a capa plexiforme interna (P2) tienen un sistema de transporte
para glicina, ¢l cual depende del gradiente electroquimico del ién Na®, de energia metabolica y
tiene constantes cméticas de mmy afta afinidad (P1 100 pM, P2 46 pM), junto con estas
caracteristicas, se encomtré también que diferentes poblaciones celulares lberan glicina en
respuesta a los estimulos despolarizantes, lo que concuerda con la propuesta funcidn de la glicina
como neurotransmisor,

Posteriormente, se evalud la presencia de receptores de glicina en la retina de la rana
mediante la técnica de unién de alta afinidad de los ligandos radioactivos estricnina-"H y glicina-*H
(Pérez-Letn y Salceda, 1993).

En ¢l trabajo referido se aislaron las membranas de las fracciones sinaptosomales P1,
enriquecida en terminales de fotorreceptores, y P2, que contiene terminales sinapticas
provenientes de la capa plexiforme externa; en ellas se compard la unip especifica de glicina-"H y
estricnina-"H. La unién de ambos ligandos radioactivos fue saturable e independiente de la
presencia del ion Na*, sefialando la interaccion con receptores de membrana. Lz unién de glicina-
*H tuvo una cinética de un sélo sitio ¢n las membranas de las fracciones de Pl y P2, con
constantes de afinidad (Kp) de 12 y 82 nM, y constantes de unién maxima (Bmax) de 3.1 y 3.06
picomolas/mg de proteina. En cambio, 1a unién de estricnina-"H presentd una cinética de 2 sitios
en cada fraccion sinaptosomal, para P1 las Kp's fizteron de 3.9 y 18.7 aM, con Buax de 1.1y 7.1
pmolas/mg de proteina. Las membranas de P2 tuvieron Kp's de 0.6 y 48 nM y Buax'S de 0.4 y 4.5
pmolas/mg, La unién de glicina->H se inhibié por los aminoicidos B-alanina, L- y D-serina
(agonistas de la glicina en el receptor postsinaptico de glicina, RGly) y la amino-hidroxi-pirrolidin-
2-ona (HA966, agonista parcial del sitio de glicina en el receptor tipo N-metil-D-aspartato,
NMDAg), pero no por la estricnina (antagonista del RGly), ni por los 4cidos 7-clor0kinurénic§ y



5,7-diclorokinurénico (inhibidores del sitio de union de glicina en el NMIDAg). En cambio, la unién
de estricnina-"H se inhibi6 sélo parcialmente por la glicina y los aminoacidos anilogos a ella, y se
desplazo totalmeate con el uso de la molécula 2-amino-estricnina, que es un derivado de la
estricnina. A partir de este trabajo se concluy6 que, ademis de unirse al RGly, cada ligando tiene
otro sitio de unidn que no puede atribuirse al RGly tipico o al sitio de glicina dentro del NMDA.
De esta manera, surgié la necesidad de delimitar mas claramente la identidad de los receptores de
glicina dentro de la retina de la rana . Se anexa una copia de este trabajo.

Anexo: Pérez-Leon, JA, Salceda S (1995) Different specific binding sites of *H-Glycine and *H-
Strychaine in synaptosomal membranes isolated from frog retina. MNeurochemical Research,
20:915-922.
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Different Specific Binding Sites of [3H]Glycine and
[FH]Strychnine in Synaptosomal Membranes Isolated

from Frog Retina

Jorge Alberto Pérez-Leén' and Rocio Salceda'?
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Synaptosomal fractions were isolated from frog-retina: a fraction enriched in photoreceptor ter-
minals (P1) and a second one (P2) containing intemeurons terminals, We compared the binding
of ['*H]glycine and [*H]strychnine to membranes of these synaptosomes. The binding of both ra-
diactive ligands was saturable and Na*-independent. [*H]Glycine bound 1o a single site in P1 and
P2 synzptosomal fractions, with K, = 12 and 82 nM and B, = 3.1 and 3.06 pmol/mg protein
respectively. [*H]Strychnine bound to two sites in each one of the synaptosomal fractions. For Pl
K, values were 3.9 and 18.7 oM, and B, values were 1.1 and 7.1 pmol/mg protein, respeetively.
Membranes from the P2 synaptosornal fraction showed K,'s of 0.6 and 48 nM and B,,.'s of 0.4
and 4.5 pmol/mg. Specific *H]glycine binding was displaced by B-alanine, 1-serine, d-serine and
HA966, but not by strychnine, 7-chiorokynurenic or 5,7-dichloro-kynurenic acids. Specific
[H]strychnine binding was partialty displaced by glycine and related aminoacids and totally dis-
placed only by 2-NH,-strychninc. Our results indicate the presence of high affinity binding sites
for glycine and strychnine in frog retinal synaptosomal membranes. The pharmacological binding
pattemn indicates the presence of the saychnine sensitive glycine receptor as well as other sites.
These might not include the NMDA receptor-associated glycine site.

KEY WORDS: Binding; glycine receptor; strychnine; reting; frog.

INTRODUCTION

Electrophysiological, neurochemical and immune-
cytochemical studies support the role of glycine as neu-
rotransmitter in the vertebrate retina. By autoradiogra-
phy, glycine has been found i0 be concentrated in the
inner plexiform layer of mammals and in both the outer
and the inner plexiform layers of ectotherms (1,2). The
glycine receptor (GlyR) has been localized to the retina
using immunohistochemistry (3-6) and [*H)strychnine

' Depanamento de Neurociencias, Instiuio de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Auténoma de México, Apanado Postal 70-253
04510, Meéxico D.F., Mexico.

* Ta whom fo address reprint requests: Telephone (725) 622 5617, Fax
(725) 622 5607

binding to whole retinal membranes has been demon-
strated (7.8). Moreover, electrophysiological responses
mediated by the strychnine sensitive GlyR of glycine-
evoked responses has been published (1).

Studies in isolated retinas have shown that glycine
has several effects on postsynaptic membrane-potentials,
acting on different neuronal types (9-12). This suggests
a diversity of glycine sites of action throughout the ret-
ina.

Glycine acts as a neurotransmitter through the post-
synaptic GlyR gating a chloride current antagonized spe-
cifically and reversibly by strychnine (7). Besides, it has
been shown that glycine modulates the Nemethyl.D-as-
partate (NMDA) subtype of acidic aminoacid receptor
(NMDA,} acting at the strychnine-insensitive site (13).

0344 3] 30:95/08600-091 5502 30:0 € 1995 Plenum Publishing Comaranon



[*H]strychnine binding to membranes of different syn-
aptesomal populations of frog reting and compared it
with the [*H]glycine binding,

Pérez-Ledn and Salceda

The kinctic analysis of daa from the displacement Curves was
performed by computational methods using Inplot.4 (version 4.03,
Gaph Pad Software). The differcnces d d in the displ t
achicved by the different molecules were then snalysed for statistical
significance by means of the Student's £ test. Protein was determined
by the method of Lowry and co-workers.t™

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Muteraily. ['HGYycine (43, 33 Cifmmol) and ['H]strychnine (13
Cimunot) were purchased from New Enpland Nuclear (Boston, MA).
7-Chloro-kynurenic acid (TCK) and its derivative 57 dichloro-kynu-
renic acid (5,7DCK), 3-amino-1-hydroxypyrrotidin-2-one (HA966),
cig-amimo-crotonic  acid  (CACA) and  trans-nmino-crotonic-acid
{TACA} wete trom Tocris-Neuwramin (Bristol, England). The strych-
nine derivative INHstrychaing (2-N-siry) and the sieroid RU 5135
were a kind gift fron Dr. Fedesico Mayor Jr. from the Autoncriucus
University of Madrid. Other ceagents and drugs were from comnwon
commerial sourecs. '

Animuls. Dark adapied-frogs were decapitaied, eyes cnwleared
and hemisected and the retinas excised uader dim red light and placed
in Krebs-bicarb diam ci tniag, in mM: NaCl 118, KCI 4.7,
KH,PO, 1.2, CaCi, 2.5, Mg50, 117, NaHCO, 25, plucese 5.6, pH
TA

Preparation of Svnuptisomes, To obtain synaptosomal fractions
retinas were homogenized {10% wiv) in 0.28 M sucrose and 100 pM
MySO, and contrifuged ar 500 & foc 10 aun. The pellet was discarded
and the supematant was centrifuged ac 1,000 g 1o obtain a fraction
entiched in photoreceptor 1emivinals {'1). The resultant supermatant
was ccnmilfuged at 11,000 g for 20 min. The pellet (P2 fraction), con.
1A ¢ ional synap most probably derived
from she inner plexiform layer, The biochemical and ubtrasuructural
characreriznion of these fractions has been reported.s

Prepuruiion of Senaptosome! Membeunes, Mensbranes were iso-
lated by homogenization of synapiosomes in 20 volumes (wiv) of dis-
vited water and pasterior centrifugation at 71,000 ¢ for 20 min_ In
otder 10 eliminate endogenous ligands, that may obscure specific
[*Hlglycine binding " the procedure was repeated four times and at
this point the membranes were incubated for 30 min at 37 °C in 50
volunwes of Ringer comaining {in mM): KCl 4.7, KH,PO, 1.2, CaCl,
2.5, MgSO, 117, glucose 5.6, Tris-HCl 50 ot pH 7.4 (Ringer Tris-
HCI. The incubation was stopned by centrifugation st 71,000 g for
20 nun. The peller was washed once more in water and finally frozen
at =20 °C until the binding was agsayed.

Rinding Assav. The binding assay was basically perfonned as
destribed by Young and Soyder.!'™ Membranes were thawed. resus-
pended and incubated in Ringer Tris.HCI at 50-100 pg protcin/ml, in
the presence of 1 nM of ['Hlglycine or [*Hstrychnine for 10 nun at
room tewperature, The incubation was siopped by centrifugation at
11,000 ¢ for 20 min. The pellet was washed twice with 10 volumes
of water and then resuspended and digested with 0.1% of sodiem
dodecy! sutfae (SDS). We ransferred the samples to vials containing
5 mi of Triwosol™ and the radioactiviry associated with the digesied
peliet was counred in & scintillyiion spectrophotometer, The specific
nding was determuned incubating the membranes in the presence of
the radioacuve ligand and 1| mM plycine or 100 pM sorychnine.

Drsplacement was assayed by incubating the tissue with cither
['H]ehseme or ["H]strychnine at 2 aM and the drug to be evaluated at
100 pM concentration, Whea displacement of the radioactive ligand
was mors than 60% of the spexific binding, displacement curves were
gencrated. This was done by incubating the tissuc with 2 nM of the
radicactive ligand and the displacer in the 10 nM 10 100 pM range.

RESULTS

[PH]Glycine binding was linear in protein concen-

“tration range of 20-100 pg/ml and was independent of
sodium (not shown). Binding of [*H]glycine was studied
in the concentration range of 1 to 200 nM. [*H])Glycine
binding in Pl membranes as well as in P2 membranes
was saturable, showing in both cases high affinity (Fig.
1). The affinity constant (K,,} for P2 membranes (82 nM)
is almost 7-fold greater than that of P (K, = 12 nM),
showing the same capacity: B, = 3.06 pmolfmg pro-
tein for P1 and 3.15 pmolimg protein for P2. It is re-
markable thar these affinities are very far from those of
the carricr systems when were characterized in the same
synaptosomal {ractions ¢

The displacement of specifically bound [*H]glycine
was assayed with a set of drugs recognised as ligands
of the strychnine-sensitive post-synaptic GlyR and sev-
eral other molecules proposed 10 act on the strychnine-
insensitive plycine site at the NMDA,. Table | shows
[*#{]-glycine displacement by B-alanine (Pl = 79%, P2
= 92%), and_L-senine (P1 = 96%, P2 = 72%), which
are aponists of the strychnine-sensitive GlyR. Two rec-
ognized lipands of the glycine site at the NMDA,,
namely ¢-serine (P1 = 64%, P2 = 75%) and HA966
(P1 = 65%, P2 = 70%) aiso displaced ['H]-glycine. [n
the Table 1 it can also be seen that the postsynaptic GlyR
receptor antagonists both strychnine and its analog 2-N-
siry did not displace [*Higlycine from P1 or P2 mem-
branes. The case remains the same for 7CK and 5.7
DCK, claimed as specific antagonists of glycine at the
NMDA receptor.

The calculated 1C,, and n, for [*H]glycine displace-
ment by B-alanine, i-serine, a-serine and HA966 are
shown in Table [, Note that for the membranes from
each synaptosomal fraction the most efficient displacer
was $-alanine foliowed by i-serine and d-serine =~
HAD66 were much less potent (see Table 11 for valuesl.
a fact that will be discussed below. The n,, for alb of
these displacers in both synaptosomal fractions was ap-
proximately 1, indicating a 1:1 interaction between the
radioactive ligand and the displacer.

Kinerics and Displacement of PH]Strychnine Bind-
ing. The binding of [*H]-strychnine 10 synaptosomal
membranes was studied in 2 concentration range from |
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Fig. 1. Sperific binding of ["H]glycine t0 synaptosomal membeancs from PI (HE) and P2 {{)) fractions. Binding was assayed 2s describod woder
Experimentat Procedurcs, by incubating membranes in the presence of increasing ["H]glycine concenrations. Specific binding was calculated with
1 mM glycine. Curves werg drawn by aid of compuationat methods, B) Seaichard analysis from the data of PI membranes, v = 0,977 C) Scatchard
analysis from the daws of P2 membranes, ¢ = 0.976. Points ars the mean of three experiments performed by duplicate, which did not differ more

han 10%.

1o 200 nM. The specific binding was found to be satu-
rable (Fig. 2). Scatchard anatysis from these data showed
the presence of two sites with K,= 3.9 oM and 187
oM in P membranes and 0.6 nM and 48.1 aM in P2
membranes. The Scatchard plots performed for the anal-
ysis of ["H]strychnine binding in P1 and P2 indicate that
the two sites of binding in cach fraction are completely
independent (Fig. 2) and thus do not represent different
affinity staws of the same receptor ™" Besides, note
thar the lower affinity site for strychnine binding in each
synaptosomal fraction ts near from that one of glycine
binding.

The displacement of [*H]sirychnine was asssayed
with the same set of drugs as those used for glycine.
Table I} shows that in addition to strychnine, the only
effective displacer of [*H]strychnine in both membrane
fractions is 2-N-stry. Glycine, B-alanine, taurine and RU
5135 displace only 40% of the ['H)-smychnine in $2,
and even less in P1. The calculated tCy, and o, for the
displacement of [*Hlstrychnine by 2-N-stry and RU
3135 are shown in table 1V; it should be noticed that
neither the IC,, nor the n, could be determined for RU

5135 in P1 membranes, because this drug did not dis-
place more than 50% of [*H]swychnine specific binding.

For the rest of the conditions the values for 1y, in-
dicate a 1:1 iateraction between the radioactive ligand
and the displacer, and are similar to other values re-
poried for displacement of [*Hlstrychnine from the
GlyR.® However, the IC,, for 2-N-stry in P! (13.6 pM)
and P2 (1.4 pM) membranes is very high compared with
thosz obtained from displacement of [*H]strychnine in
rat spinal cord synaptosomal membranes (IC,, = 30 nM,
21, supgesting that the strychnine binding site where 2-
N-siy binds is different from those in mammalian spinal
cord. The low displacement achieved by RU 5135, ply-
cine, B-alanine and faurine is striking, since it has been
reported that all of them can interact with the GlyR @2

Since strychnine can block the bicuculline-sensitive
GABA-cvoked responses in some preparations and pi-
crofoxine can partially block the glycine-evoked chloride
current, 2% we try (0 displace [*H]strychnine with both
antagonists {bicuculline and picrotoxing) of the iono-
wopic GABA receptor, and with cis-amino-crotonic acid
and mans-amino-cronotic acid known 10 act at the



Table 1. Percent of Displacement of ['H]Glycine Specifically Bound
10 Synaprosomal Metmbranes from Frog Reting®

Displacer P2 b Pl b
Glycine | M 169 160
p-atanine I mM — W ERQY ¢

Taurine | mM 12 = 7y 36 = 20(4)
Pictotoxine 100 pM L] n.d.
GABA | mM 101 M n.d.
Swychnine 100 $M 12 = 6(i0) 16 = 88
Bicwculline 100 4M ad. nd.
n-3erine 100 uM 75 = B {6) 84 = 4(5)
L-scrine $00 pM x 9@ 96 « 2(ar
HA 965 100 uM R 6 = 8(3)
7 CK (00 um 23 x4l nd. (3)
5.7 DCK 100 pM R = 10 () 31 = 18(4)
2-N-stry 100 pM 44 x 6 (3) 5 xr3i(4)
CACA 100 uM nd. ad.
TACA 100 pyM nd. nd.
Memb were

bared with 2 aM of [‘H]uytme lnd dispiace-
me wai issayed as described under E es. Spe-
cific binding was calculatad with | mM Llycme D-ta are the mean
+ SE from {n) experitients of from twa crperinients perfonucd by
duplicate. The individual mean values were subjected 1o analysis
among thow by Scudent’s 5 test,

*P < 0.05. premter displacement than that achicved by rest uf drugs.
TCK = 1-Chiorckynurenie acid; 5.7 DCK= 5,7- Dichlorokynurenic
acid; CACA= cis- amino-crotonic scid and TACA= trans- smino-
crochiec acid; GABA= yaumino- butyric acid: 2-N-siry= 2-NH,-
strychnming. a.d.= not detected.

Table I1. Paameters of Displacement of ["HEGlycine Specific
Binding to Synaprosomal Membranes from Frog Reting:

P2 Pt
oy Ere MM ay Ecyy M
f-alanine 079 0.06 0.68 023
n-serine 0.8s5 12.8 1.05 ra)
L-serinc 0.64 0.265 097 0.769
HA 966 0.85 10.9 1.2 09
“The p were Calculaed from displ curves and Hill

phots {not shown), which were subjected to analysis by computationat
methods, 1° 2 0.900. Data were from three experiments described un-
der Experimenial Progedure performed by duplicate, and the means
did nor difler mare than 10%.

Abbreviations as in Table 1.

GABA receptor toa. The displacement was oaly
achieved by bicuculline and note that it displaced more
(*H]strychnine in P2 than in P{ membranes, afthough
the effect is not staistically significant. Also, notice a
madest effect of 7CK and 5.7 DCX.

DISGUSSION

There are several differences regarding the neuro-
transmitters Sysiems between amphibian and mammalian

Pérez-Leén and Salceda

retinas. As an ¢xample is the case that some molecules,
as glycine, can act as neurotrarsminters in both plexiform
layers in amphibians, while in mammals its action is
restricted to the inner plexiform layer™ It seems that

2-x-5-{s¥———glycine-and-swychnine binding sites extend these partic-

ularities.

{*H]Strychnine has been the only radioactive ligand
used to charactenize the GiyR by binding studies. Until
the discovery of glycine site at the NMDA,,'*» specific
[*H]glycine binding studies were almost lacking, except
for a few ones®™ We found that both specific
{*H]glycine and [*H]strychninz binding sites can be de-
tected in the membranes of synaptosomal fractions iso-
lated from frog retina. By several reasons, to be exposed
below, we think that specific ['H)strychnine binding rep-

resents, besides the postsynaptic GIyR another mem-
brane protein.

First, we found two binding sites for [*H]strychnine
in cach onc of the synaptasomal fractions. PH]Stychaine
binding has traditionally been used (o localise the GiyR,
and we know of no study that has shown the existence
of more than one site.™3'%19 However, strychnine has
two apparent affinities for the inhibiton of giycine-
evoked clectrophysiological responses in mammalian
cefls in cuiture™ It is interesting that the hiph affinity
strychnine binding site in P2 shows higher affinity for
strychnine than in P1, and even more, a ten-fold higher
affinity than in other regions of the central nervous sys-
tem (CNS). A similar affinity for strychnine has been
only found in the panglion ceils from the spastic mutant
meuse retina™ and in cuftured medullary neurons#®
The different affinities between P1 and P2 could signal
the existence of different kind of recepiors, moreover if
we consider that displacement also differs, As an ex-
ample, B-alanine (43%), taunne (46%), plycine (39%),
and R{U 5135 (53%} partially displace sirychnine from
PZ membranes. This .partial displacement of *Hstry-
chnine in P2 against the fack of displacement in P1 may
be is due to the existence of the GlyR, displaced by B-
alanine, 1-serine, glycine, taurine and RUSI35. Never-
theless, though the affinity and displacement differences,
we think that the same kind of proteins are found within
each synapiosomal fractions, while proportions vary be-
tween them: notice that in P2 B, is ten-fold-higher
than B,,,,. Likewise, we think that the low affinity bind-
ing site signals the GlyR in each synaptosomal fraction,
whereas the fugh affinity binding site binds stychnine
repardiess of glycine and related aminoacids.

We only know of one kind of swychnine binding
50 resistant to glycine and analops. Recently, it has been
reported™ the binding of [*Hlsuychnine 10 rabbit renal
proximal tubules which was neither displaced by glycine
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Fig. 2. Specific binding of ["H|strychnine 1o synaptosomat membranes from 21 () and P2 ([]) fractions. Binding was assayed a3 described under

Yeul

Specific bindiag was d wiuh 100 uM
from the data of P1 membianes, shoving the existance

strychnine. The Surves were drawn by aid of computational

of twa biodiag sites {r] = 0.959 and ¢} = 0.958) wovd C) Scatchard analysis fom the daca of P2 membeanes, also showing two binding sites (¢ =
0.900 and 1] = 0.954). Poines are the mean of thies experiments perforied by duplicate, which did not differ more than 10%.

Table ). Percenr of Displacement of 'H|Strychaine Specifically
Bound to Synaptosomal Membranes front Frog Retina-

Tabie 1V. Parameters of Displacement of PH)Strychnine Specific
Binding in Frog Synaptosomsl Membeanes

Dhsplacer P2 Pt
Surychnine 100 pM oo 108

Glytine | nd ¥ =1y 2l = 10(12)
B-alane | mM 41 = 4 (9r 12 = 5(8)
Tautme | mM 4% = 1 (¥ 17 = 6{9)
Piccotoxene 100 pM 1Tx10) 9+ 2(3)
GABA | aM 9 x 44y $ £ 3(5)
Bicectlhne 100 pM 30 = f1{4) 20 = 6{4)
n-serine 100 M 12 = 7(3) 7

1 -serine 100 gM 2] nd.

HA 966 100 pM 13 nd.

T CK 100 uM 17 18 = 63)
5.7 DCK 100 gM 2 = 133 1= 943
2N~y 100 M 9% x 84} 72 = 10 (5p
RU 5135 100 pM 53 £ 12Q3y bty = 8(4)
CACA 100 pM n.d. nd.
TACA 100 uM nd. n.d,

“Manbranes were micubated wathe 2 oM | 'H[sirychome am doplace-
ient was pssaycd as deserbed under Methods, specitic binding was
calcalated or the presence of 100 pM sirychnine. Dala arc the mcan
= SE from (n) expenmems or fTom 1wo experiments, pefformicd by
duplicare. individual mean values were subjected to Studeat’s f iest.
P < (.05 greaver displacemeat than that achicved by any of the rest
of druys.

P < (.05 greater displscement than that achicved by the same drug
wn P! memixanes,

Abbreviations as in Table 1.

P2 P1
Ddsplacer Oy Ecse M Py Ecya M
2-N-stry 0.63 14 0.88 136
RU 5135 013 149 ad, nd.
“Par wete calculated from displ t curves and Hill plots

{not shown} which were subjected 10 anal ysis by computaticnal meth-
ods {* 2 0.94). Data were from three experiments pesformed by du-
plicate, the means did not differ by wore than 10%,

Abbreviations as in Table I,

nor related aminoacids. Though the binding was of very
low affinity (K,, = 0.87 mM) compared with that in P1
and P2 membranes, it was also showzd that bicueulline
did inhibit the binding. This could indicate 2 resem-
blance between the function of those sites and these ones
detected in frog retina. The bicuculline action over
strychnine binding and the modest effect 7CK and 5,7
DCK had, could probably be explained on the basis of
the structural feantres of all these three molecules which,
like strychnine, are ringed molecules. Indeed it has been
preposed that strychnine interacts with the GlyR through




one of s ring moeities,” hence it is very likely that
any other interaction with any other membrane protein
that strychnine i has could be medisted in this way. As
an example, {*Hlstrychnine binding to spinal cord syn-

Pérez-Leén and Salceda

rine and RU-5135 did partially displace strychnine from
P2 membrancs. The another one protein which binds
glycine also does bind d-serine and HAS66 but it is not
associated to NMDA,, afler the evidence exposed above,

aptosomal membranes 5 intibited-by=-BNQ@X;-a-threef——I{ it is not the NMDA,, what is the nature of the

nnued molecule which 15 an AMPAJKainate receptor
Fragonist. e

The {*H]glycine binding data from this study are
very siilar t0 those collected for he binding of
[*H]glycine in synaptosomal membranes from brain and
spinat cord of mammals?™ and chick retina % where
e K, values are between 40 and 200 aM. More im-
‘ponant is the face that the affinity for glycine binding in
each symaptosomal fraction is very near [tom the lower
athnity site for strychnine binding. This sugpests that
glycine and strychnine share a site within the frog retina.

The displacement of [*H]glycine from PJ ang P2
membranes by 1-serine and @-alanine indicates that the
site plycire and strychning share could it be an isoform
of the GlyR, overmost if we look the Iy and n, that
both -serine and B-alapine showed in displacing plycine,
alike to those reponed formerdy for the displacement of
{*H]strychnine in mammalian spinal cord.?%

On the other hand, displacement by d.serine and
FIAS60 are consistent with binding at the glycine site of
the NMDA receptort® However, we could not displace
['H]glycine nenber by 7CK nor 5,7 DCK, drups that
mteract with the strychaine-insensitive glycine site at the
NMDA receptor in all the tissues so far charactenized '
™! Even more, we could not medulate the [*H]glycine
binding by gluramate, nor modulate the [*H]glutamate
NMDA-sensitive binding by glycine (data not shown).
I must be said that the presence of the NMDA, has been
detecied in the retina of several species: the mRNA's
from NMDA, subunits have been found in mouse;
glycine potertiation of NMDA-evoked responses has
been shown in  fishy*  strychning-insensitive  and
NMDA-associated {*H]glycine binding has been meas-
ured  tn chick  retina and  NMDA-evoked
[‘Hlacetylchohine release in rabbit retina requires the
glyemne stre of the NMDA, @ Afler these data, i1 would
be expecied that the glycine site of the NMDA, in the
froy retina be alike to the rest of the vertebrates. Qur

data sugyest that if present, this one is extreme atypical,

which we think is not the case.

Alternatively, we think thar glyeine aiso has twe
binding sites as does strychnine, though ia plycine case
the sttes can not be resolved by glycine affinity, but by
the aiatogs bound o each site: one site binds t-serine
and B-alamine and thus represents GlyR. Likewise, the
possibility thar one of the glycine binding sites pertains
10 GlyR explains why glycine, -alanine, t-serine, tay-

another one plycine-binding site? There is another king———

of protein which binds glycine in 2 sirychnine-insensi-
tive way. This is the electrophysiologically detected af
isoform of the a subunit of the GlyR*» although the
mRMNA of this subunit was not found in the rat retina.ts
Aside this, the tocalisation of the GlyR within the frog
resina has not been tried thoroughly. The immunocyto-
chemical presence of GlyR in fiog retina is restricted to
the localisation of gephyrin!® but this protein could not
be exclusive of the GlyR.“* QOther swdies using immu-
nocytochemistry Tor localise the rest of subunits have
been performed only for mammals? The case is the
same for in situ hybridization studies* Thus, the lo-
calisation of atypical subunits of the GlyR in frop retina,
probably alike 10 «f of mammals, must not be dis-
counted, Finally, we know of no study measuring *H-
glycine binding to GlyR, we mean to purified GlyR, thus
displacement of 'H-glycine to this protein is not docu-
mented.

On the other hand, cellular localisation of
(*H]glycine uptake sites is resiricted to amacrine cellgt!
and, to our knowledge, there are no autoradiographical
data over [*H]giycine or [*H]sirychnine binding sites in
any region of frop CNS. 1t seems to be that these kind
of daia must be generated for frog retina, in order to
compare with biochemical data.

Qur results demonstrate the presence of high affin.
ity binding sites for glycine and for strychnine in frog
retinal  synaplosomal membranes. Some of the
['Hlglycine binding sites, as well as some of
[*H]strychaine, represent the strychnine-sensitive post-
synaptic GlyR. However, in the frog retina other ghycine
and strychnine sites are present. These show pharma-
cological characteristics in such a way that we can not
asign to any known site.
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OBJETIVOS

Se tiene la evidencia de que, dentro de la retina de Ia rapa, la glicina se une a receprores
diferentes al RGly tipico de la médula espinal, de forma que el objetivo general de este trabajo fue
caracterizar alos receptores de glicina e la retina de la rana.

Para lograr lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos especificos:
-Evaluar la sensibilidad farmacoldgica de los sitios de unidn de glicina-"H y estricuina-"H que no
forman parte del receptor postsindptice tipico
-Estudiar ia localizacién de las subunidades del receptor postsindptico de glicina mediante

inmunohistoquimica.



METODO EXPERIMENTAL
Ensayos de union especifica
Unién especifica de L-glutamato’H

Dentro del receptor ionotropico de glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDAg), existe un
sitio en donde se une la glicina y tiene por efecto aumentar Ia afinidad def glutamato, en este sitio la
estricnina no actiia como inhibidor y se conoce como sitio de glicina insensibie a estricnina (Fletcher
et af, 1990). Los datos obtenidos por Pérez-Leon y Salceda, (1995, Introduccidn, antecedentes, anexo)
no descartaron la posible existencia de un sitio de esta naturaleza dentro de las membravas
smaptosomales de a retina de Ia yana, pues se carecia de la evidencia de la mteraccién directa entre la
glicina y el ghutamato. Para evaluar esta posible interaccion en el tefido, se midic Ia union de glicna-"H
en presencia de ghitamato y de ghitamato-"H en presencia de glicina. Realizamos este experimento ea
terabranas smaptososomales de la retina de Iz rana y en membranas sinaptosomales del tefencéfalo de
la rata, en donde £l co-agonismo es claro (Kessler ef al,. 1989).

Las membranas smaptosomales de la retina de ia rana (Rana pipiens) se obtuvieron mediante ia
técnica descrita por Pérez-Leon y Salceda (1995), grosso modo, se aislaron las retinas de ranas
adaptadas a la oscuridad, s¢ homogend al tejido en sacarosa 0.28 M-MgSO, 100 pM, por
centrifigacion diferencial se eliminé la fraccion celular (botdén a 500 g), se aislé la fraccion snaptosormal
Pi (botén a 11 000 g} y Ia fraccion sinaptosomal P2 (boton a 20 000 g}, Estas fraccioues se han
cavacterizado por microscopia electronica por Salceda (19389), la fraccién sinaptosomal Pl contiene
terminales de fotorreceptores, en donde s¢ encuentra la estructura conocida como listdn sindptico,
fonnade por proteinas del citoesqueleto y vesiculas sindpticas; en la faccion sinaptosomal P2 se
encuentran principalmente sinaptosonmas de tamafio convepcional La presencia del liston sinaptico
confiere una flotabilidad metior a las terminales de los fotorreceptores, lo que facilita [a separacién de
las fraccioones sinaptosomales por centrifigacion diferencial

Cada fraccién smaptosomal se sometié a choque osmdtico en Tris-HCl 50 mM pH 7.4, se
sedimentaron fas membranas a 71 000 gy se lavaron 5 veces, repitiendo la centrifugacion a 71 000 g.
Luego se incubaron en 20 veces el peso del tejido nicial en volumen de Tris-HC} 50 oM pH 7.4 a 30°C
durante 30 min y se sedimestaron a 71 000 g, finalmente se congelaron a -20°C hasta el womento del
experimento.

Las membranas sinaptosomales del telencéfalo de la rata se aislaron de acuerdo al método

descrite por Kesder y colahoradores (1989). En resumen, se homogenizé al teléucéfalo en sacarosa

9



0.32 M-acetato | mM pH 7.4, se aislé Ia fraccién sinaptosomal por centrifugacion diferencial (1000 g v
35 000 g), se obtuvieron las membranas por chogue osmédtico y se sedimentaron por centrifugacion a
40000 g.

El glutamato-"H (56.6 Ci/mmola) se utilizd a una concentracion final de 10 uM, la unidn
especifica se obtuvo desplazando con glutamate 1 mM, y Ia union asociada al NMDA se determino
con NMDA | mM y con é4cido amino-fosfono-valérico (AP-5) 1 mM. Es importante recalcar que el
desplazamiento obtenido con ghitamato | mM seiiala todos los receptores a los que se une el
glutamato-"H, entre ellos los diferentes receptores ionotropicos de este aminoécido excitador, mientras

que el desplazamiento con NMIDA 6 AP-5- sefiala solamente al subtipo NMDA

Desplazamiento de la union de glicina-"Hy de estricnina-"H

En estudios previos (Pérez-Leon y Salceda, 1995, Introduccidn, Antecedentes, anexo)
demostramos que los sitios de union de estricnina-"H y los de glicina-"H pueden distinguirse por que la
estricnina-"H presenta dos afinidades y por la carencis de inhibicion entre una y otra molécula.
Concluimos que existen dos tipos de proteinas membranales donde ta glicina y la estricnina se unen con
alta afmidad, uno de ellos es el RGly tipico, quedaria por delinear la identidad del tipo restante.

Los expenmentos de desplazamiento de ligandos radioactivos se plantearon para caracterizar
farmacolégicamente esos sitios de union de glicina-"H y estricnina-"H, el espectro de moléculas
utilizadas en estos experimentos inchuyd a ligandos de otros receptores pertenecientes a la familia de los
receptores onotrdpicos, a antagonistas de mtercambiadores iénicos y de transportadores de membrana.
con €l fin de detectar la interaccion de muestros ligandos radioactivos, si la hubiera, con otras proteinas
de membrana ademis del RGly.

El desplazaniiento de estricnina-"H 2 oM se determiné en presencia de las siguientes drogas:
hexametonio, (ligando del receptor nicotinico de acetilcolina), scido niflimico, DIDS (inhibidores del
intercambiador anidénico de Ia membrana plasmiética del eritrocito de mamifero), sarcosina (mhibidor del
transportador de alta afinidad de glicina), todas a | mM; a 100 pM 1a 2,3 dihidre-6-nitro-7-sulfamoil-
benzo(f)-quinoxalina-2, 3-diona (NBQX, inhibidor de los receptores ionotrépicos de gh:ra:nétO) y el
acido 5, 7 diclorokimurénico (5,7-DCK), ligando del sitio de la glicina insensible a estricuing en el
NMDAg. El desplazamiento de glicma-"H se midi6 con las drogas sarcosina, NBQX y hexametonio.



Inmunohistoquimica
Animales

Se utilizaron ratas pigmentadas (Ratsus norvegicus, cepa Long Evans) y ranas. Adaptamos y
sacrificamos a los animales en la oscuridad, bajo las mismas condiciones disectamos los globos
oculares, los que sumergimos en paraformaldehido (PFA) 4%, amortiguado a pH 7.4 con fosfito de
potasio 0.1 M (PB) durante 30 min, después hemisectamos y famos a la copa dptica durante 2 horas
mis en la misma sotucion. Posteriormente lavamos al tejido en NaCl 0.9%-PB (PBS) y se prepar6 para
congelacién sumergiendo en concentraciones crecientes de sacaresa (10, 20 y 30%)-PB,
permaneciendo toda una noche {on) en sacarosa 30%-PB.

Las retinas de la rana y de la rata se colocaron en un sélo bloque y se cortaron por congelacion,

en secciones verticales de 10 um, se colectaron en portaobjetos cubiertos de gelatina y se congelaron a
-20°C hasta su uso.
Anticuerpos.- Se utilizo ei anticuerpo monocional (ozAb) 7a (Boehringer), que reconoce a la subunidad
de 93 kDa (gefirina) del RGly, y el mAb 4a, que reconoce a las subunidades o (en todas sus variantes
génicas conocidas, o1-a4) y B. Estos mAb’'s han sido caracterizados (Pfiffer ef of, 1984), el mAb 4a
fue una donacion del Dr. H. Betz, Max Planck Institut fiic Himforschung, Frankfurt, Alemania.

Se utilizaron ademas los anticuerpos policlonales Ab RGly, dirigido contra el RGly pwificado
de Ia médula espinal de la rata, y ¢l Ab 384, dirigido contra un péptido sintético correspondiente a la
secuencia de aminodcidos 384-391 de la subunidad o de la médula de la rata. Cada anticuerpo
policlenal proviene de suero de conejo, reconocen a una proteina con peso molecular equivalente a la
subunidad o del RGly, conforme han sido caracterizados por Ruiz-Gomez y colaboradores {1991) y
fueron donados por el Dr. F. Mayor (Universidad Auténoma de Madrid, Espaiia).

Incubacion con anticuerpos y deteccion - En todes les experimentos por describir utilizamos secciones
alternas para evaluar a cada anticuerpo simuitaneamente. Los cortes se incubaron en acetona a -20°C
para permeabilizar al tejido, se secaron a temperatura ambiente (t.a) y se rehidrataron en NaCl 0.131
M- Tris-HCI pH 7.6- Tritén X-100 0.1% (TBS). Los cortes se incubaron en una solucion de suero
normal de cabra 20%-TBS (t.a, 30 min) ¢ mmediatamente después con la solucidn del anticuerpo, on a
4°C, Las diluciones de anticuerpos primarios fileron: mAb 7a (contra gefirina) 1:10, mAb 4a, AbRGly y
Ab 384 1:100, todos preparados en TBS. Al finalizar esta incubacion, se lavo con TBS (10 min, 2
veces (2x)), se detectd la presencia del mAb 4a con IgG chivo vs raton acoplada a fosfatasa alcalina



(AP} y la de los anticuerpos policlonales con IgG chive vs conejo-AP (SIGMA), incubando a los cortes
duragte 2 hs, t.a. Cada tipo de IgG se utilizé diluida 1:100 en TBS. La actividad de fosfatasa alcalina
(AP) se detectd con 5-bromo-4-cloro-indofil-fosfate (BCIP, Boheringer) como susirato y nitro-azul
tetrazolio (NBT, SIGMA) como cromégeno, en presencia de levamisol, utilizade comeo inhibidor de las
fosfatasas endogenas, en un amortignador NaCl-Tris 0.1 M- MgCl, 50 mM, pH 9.5. La reaccion se
vigilo bajo microscopia de luz y se detuve surmergiendo a los cortes en agua destilada.

Los certes incubados con €l mAb 7a se sometieron a la deteccion de este anticuerpo por el
método de la biotina avidina-peroxidasa: 2 horas a ta en IgG chivo vs ratén acoplada a biotina, 1:100
en TBS, se lavaron (10 min 2x) y se incubaron en avidina-peroxidasa 1:1000-PBS 1 b, t.a, La actividad
enzimitica de la peroxidasa se reveld utilizando H,0, 0.01% como sustrato y diaminobencidina (DAB)
0.05% como cromogeno en un amertiguzdor Tris-HC! 50 mM, pH 7.6, La reaccion se vigild bajo
microscopia de luz. y se detuvo sumergiendo a los cortes en agua destilada.

En experimentos con marcaje doble, se incubé a los cortes con un mAb dirigido contra la
smtetasa de ghitamina {Chemicon 1:500) y con el Ab RGly o el Ab 384. En estos experimentos se
utilizaron como anticuerpos secundarios IgG wvs raton acoplada a cianometil-indocianina (Cy3,
fluorescencia roja,Calbiochem) e IgG vs conejo acoplada a isotiocianato de fluorescema (FITC,
fluorescencia verde, SIGMA).

Todes los anticuerpos secundarios se pre-absorbieron con suero de rata. En cada serie de
experimentos se incubaron come control cortes con suere normal de cabra al 20%-TBS, en paralelo
con los cortes meubados con los anticuerpos primarios, este método resultd siempre en la carencia de
sefial Al final de cada experimento los cortes se cubrieron con glicerol 70% y se analizaron bajo
microscopia de contraste interferencial (Nomarski) o microscopia de fluorescencia.

Flectroforesis preparatoria e inmunotransferencia.- Se obtuvieron membranas sinaptosomales de la
retina de la rana (Pérez-Leon y Salceda, 1995, ver arriba) y de médula espinal de rata de acuerdo con el
método descrito por Young y Snyder (1973). Las protenas de las membranas sinaptosomales se
separaron en geles reductores de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio, de acuerdo con el método
descrito por Laemli (1971). Los geles se transfirieron durante toda una noche a nitrocelulosa (BioRad),
con el uso de un amortiguador Tris 25 mM-ghcina 192 mM-metanol 20%. Al témmino de la
transferencia, se tifi0 a las membranas de nitroceinlosa con rojo de Ponceau 0.5%-acido acético 2%, se
sefiald Ia posicion de los patrones de peso molecular de intervalo amplio (BioRad) y se separaron del

resto de los carriles.
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La membranas de nitrocelulosa con las muestras se bloguearon durante una lora en leche
descremada 5% EDTA 2 mM en NaCl 500 mM- Trs 20 mM (TBS) y luego se incubaron durante
toda una noche en una de las soluciones con anticuerpos: mAb 7a 1:10 y mAb 4a 1:500; Ab RGly
1:100 y Ab 384 1:50, diluidos en TBS. La incubacidn con los anticuerpos finalizé lavando en Tween 20
(BioRad) al 0.5%-TRBS, 10 min 3x.

La meubacion con los anticuerpos secundarios fie por dos horas a t.a. Para los anticuerpos
policlonales se utiliz IgG chivo vs conejo acoplada a fosfatasa alcalina (AP) 1:100-TBS, 2hs 2 t.a. Se
12v6 a la nitrocelulosa en Tween 20-TBS, 10 min, 3x y se preincubd 15 min en Tris 100 mM-NaCl 100
mM- MgCl, 50 mM pH 9.5, luego se afiadié una mezcla de BCIP, NBT y Jevamisol enddgenas) para
revelar la actividad de AP, y se detuvo la reaccion con agua destilada.

Las membranas de nitrocelulosas incubadas con los mAb’s 7a y 4a se incubaron en IgG chivo
© vs ratdn acoplada a biotina, diluida I:IOO-TBS,‘ dos horas a t.a., se lavaron 10 min 3x en Tween 20-
TBS y se incubaron una hora en avidina-peroxidasa 1:1000-TBS. La mcubacion finalizd lavando en
TBS 10 min 3x y posteriormente se preincubé a la nitrocelulosa en NaCl 0.9%-fosfatos 0.1 M pH 7.4
(PBS) 15 mm, se agregd al medio H;O; 0.01%, DAB 0.05% para revelar Ia actividad de peroxidasa, Ia
reaccion se detuvo lavando en agua destilada.

Inmunocitoquimica de células gliales aisladas de la retina de la rana.

Se adapto a las ranas a la oscuridad durante ua periodo de mas de 2 horas. Bajo las mismas
condiciones, se les decapitd y se extrajeron las retinas en una solucién Ringer, amortiguada con
bicarbonato de sodio a pH 7.4, en la que se lavo al tefido para posteriormente transferrlo 2l medio
DME-70%, con papaina (8.5 U/nl) pre-activada con L-cisteina 1 mM-EDTA 2mM. Se incubé al
tejidb durante 30 min a 31°C, la incubacion se detuvo lavando al tejido con Ringer Krebs-
bicarbonate, después de lo cual se incubé en una solucion de ARNasa 50 U/ml-medio DME 70%,
a 31°C 30 min. La incubacidn se detuvo lavando de muevo con Ringer-bicarbonato, a partir de
este punto se disocié a las células mecinicamente.

Las células se disociaron mecinicamente, a través de la boca de una pipeta Pasteur, se
permitid sedimentar durante 5 min y se colectd el sobrenadante. Este procedimiento se repitié un
minime de 5 veces, recolectando siempre el sobrenadante y conservando aquellos que presentaran
enriquecimiento en células de Miiller, que se reconocieron por su morfologia caracteristica (ver

figura 11).
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La fraccion de células de Miiller se fij¢ con PFA-4%-PB durante 15 min, se lavo por
centrifugacion a 500 g ¥ se resuspendio a lag células con PB, repitiende el procedimiento una vez.
Las células de Miiller se montaron en portaobjetos cubiertos con gelatina y en éstos se realizé la
inmupocitoquimica, siguiendo el mismo procedimiento que para los cortes histoldgicos, ademas de

que incluimos el uso de un mAb contra vimentina, 1:100-TBS (SIGMA).



RESULTADOS
Ensayos de wnion especifica
Unicn de glutamato-"H

La teraccidn entre la glicina v ¢l glutamato dentro de las membranas de P1 y P2 se muestra,
respectivamente, en las figuras 1 y 2. La unién de glutamato-"H es de magnitud similar en condiciones
control y en un medio con 1 mM de glicina, es de notar que se obtuvo union especifica de glutarmato-"H
solo al desplazar con glutamato. 1 mM, pero no con NMDA ni con AP-5, indicando que, en las
membranas sinaptosomales de 1 retina de 1a rana, el ghitamato-"H se une a receptores del tipa no-
NMDA. Por su parte, Ia unién de glicina-"H es equivalente con y sin ghitamato,

En la figura 3 se muestra el efecto de Ia glicina 1 mM sobre la union de glitamato-"H en las
membranas sinaptosomales del telencéfalo de Ia rata, aqui Ia glicina si aumento la union al NMDAg,
como puede concluirse por el incremento en la unidn especifica con NMDA y con AP-3. Este dato
denmestra que nuestro método detecta Ia presencia del NMDAg ea &l tefido en que se presenta (por el
desplazamiento del glutamato-*H con NMDA y AP-5) y que la afinidad del glutamato-"H por este
receptor se incrementa por efecto de la glicina.
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Desplazamiento de la union de glicina-"H y estricnina-"H

En la figura 4 se muestra que la estricnina-"H sc desplazé a un nivel estadisticamente
significativo por efecto del NBQX y el 5,7-DCK, pero tinicamente en las metmbranas de P2 {prueba ¢ de
Student, p<0.05). La sarcosina, el DIDS y &l 4cido niflimico carecieron de efecto sobre la unton de
estricnina radioactiva.

La figura 5 nmestra el desplazamiento de la unién de glicina-"H por la sarcosiua, el hexametonio
y el NBQX, de entre estas drogas, sélo la sarcosina desplazb a Ia glicina-"H en magnitud significativa
estadisticamente y el efecto se restringid a la fraccion P2.
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Inmunotremsferencia

En la figura 6 se muestra la innumotransferencia correspondiente al mAb 7a. En esta figura sc
aprecia que las membranas sinaptosomales de la médula espinal de la rata y de la retina de la rana
muestran €l mismo patrén de reactividad: bay una banda de 93 kDa correspondiente 2 la gefinna,
ademas de una banda de aproximadamente 141 kDa. Este patron se repitid todas lag veces que se
realizo el experimento (3 preparaciones diferentes), pese a combinar diversos periodos de ebullicidn de
las muestras antes de separar por electroforesis. Como el mAb 7a reconoce exclusivamente a la
gefirina, la banda de alio peso mofecular probablemente corresponde a la swna de Ia gefirina mis la
subunidad o del RGly (48 kDa).

La figura 7 corresponde a las innumotransferencias con el mAb 4a, probado en las membranas
de P1 y P2 de la retina de la rana, el patron obtenido se repitio en 3 ensayos diferentes. Se encontré una
banda de 48 kDa, asi como otras dos bandas de mayor peso melecular, en el intervalo de 70 kDa v de
96 kDa. Esta tercera banda corresponde al dimero de subunidades ¢f, que permanece aun bajo las
condiciones reductoras del gel, la banda de mediano peso molecular no corresponde 2 nitguna proteina
conocida, sunque Miller y Schnellman {1994) han encontrado que el mAb 4a reconoce a una banda de
75 KD4 en las membranas del tibulo renal del conejo,

Lo mias relevante de este experimento ¢s que no detectamos una banda de masa molecular
equivalente a Ia subunidad B (58 kDa), lo que implica que en las fracciones sinaptosomales de la retina
de la rana se encueniran sdlo las subupidades a del RGly. Puede argiiirse también que las fracciones
smaptosomales, al no mchiir a todo el tejido, pierdan las subunidades f3; sin embargo, es poco probable
que se pierda selectivamente sdlo un tipo de subunidad durante el proceso de aislamiento. De forma
andloga a lo que se expuso en parrafos anteriores, que en los tibulos renales del cougjo se detecta la
subunidad 3 y no la «, es plausible que los sinaptosomas de Ja retina de la rana incluyan unicamente a la
subunidad ct del RGly, & que en ta retina de la rana exista una isoforma de 1a subunidad f3 a fa que no
reconoce el mAb 4a; con los datos disponibles, no puede discernirse entre una y otra altemativa.

Es probable que el RGly de Ia retina de Ia rana se componga de homoligémeros de subunidades
o, la existencia de homoligémeros de esta naturaleza es plausible, conforme se expuso en Ia
Introduccion (Pérez-Leon y Salceda, 1996 El receptor postsinaptico de glicina), aun cuando no puede

descartarse que en la retina de la rana exista vna subunidad § distinta a las hasta abora conecidas.
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El Ab 384 (fig. 8) v el Ab RGly (fig. 9) reconocen a una sola banda de 48 kDa, tanto en
membranas smaptosomales de la médula espinal de la rata como de la retina de la rana. Estos

anticuerpos se probaron por Ruiz-Gomez y colaboradores (1991), con resuitados semejantes.
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Figura 6.- Inmunotransferencia de las membranas sinaptosomales de la médula espinal de
la rata {SC) y de las fracciones sinaptosomales de la retina de 1a rana con el mAD 7a,
utilizando DAB como crombgeno. En todos los carriles se marcé una banda de 93 kDa
correspondiente  a la gefirina y una banda adicional que se discute en el texto.




mAb4a

Figura 7.- Inmunotransferencia de las membranas sinaptosomales de la retina de la rana
con el maAb 4a utilizando DAB como cromégeno. Se marcaron 2 bandas de masas
relativas de 48 kDa y 96 kDa, la primera correspondients a la subunidad o y la segunda at
dimera de ésta. Se reveld también una banda en el intervalo da 70 kDa, que se discute en

el texto.



Figura 8.- inmunotransferencia de las membranas sinaptosomales de la retina de larana y
de la médula espinal de la rata (SC) con el anticuerpo policlonal Ab 384, la localizacién del
anticuerpo se reveld con IgG acoplada afosfatasa alcalma En todas las muestras se marcé

una banda de 48 kDa.




kDa

66 —

Figura 9.- Inmunotransferencia de las membranas sinaptosomales de la retina de la rana,
P1 y P2y de la médula espinal (SC) de la rata probadas con el anticuerpo policional Ab
RGly {cromdgeno DAB). La banda que se aprecia en cada uno do los carriles tuvo una
masxa molecular calcutada en 48 kDa.



Inmunohistoquimica

En la figura 10 se muestran Jos cortes de retipa de rana sometidos a inmunohistoguimica con €l
mAb 7a. Puede apreciarse que lz inmunorreactividad se localiza en la CPL, asi nuestros resultados son
semejantes a los obtenidos con el uso de el mAb 7a en Ias retinas del conejo, la rata, el mono y el gato
{Griinert y Wiissle, 1993) y, en particular, a los que se han obtenido en la rana Xenopus laevis {Smiley y
Yazulla, 1990b), si bien en Ias especies de mamiferos la gefirina se localizé también sobre algunas
céhulas ganglionares (Grimert & Wissle, 1993).

Figura 10 (pigma siguiente)- Innmunohistoquimica covtra la proteina de 93 kDa del RGly, I
localizacion del anticuerpo se detectd con el método de biotina-avidina-peroxidasa, el producto de
reaccion se localiza sobre 12 capa plexiforme interna (CP1), indicando la presencia de la gefinna en esta
zonz de Ia reting. Abreviaturas ROS: segmentos externos de los fotorreceptores; CNE: capa nuclear
extema; CPE: capa plexiforme extema; CPL capa muclear interna; GCL: capa de celulas ganglionares,







Inmunohistoquimica con los anticuerpos mAb 4a, AbRGly y Ab 384 - Los resultados obtenidos con
los aaticuerpos mAb 4a, Ab RGly y Ab 384, se mchiyen en of manuscrito [mmunohistochenticat
localization of glycine receptor in synaptic layers and glial cells of frog retina, aceptado para su
publicacidn en l revista Primary Sensory Meuron, se describen a continuacion.

La mmunohistoquimica con el mAb 4a, que reconoce a las subunidades al-ad y B det RGly.
produjo reaccion en la capa plexiforme mterna (CPY), tanto en la rana (fig 1B de! manuscrito referido)
como en larata {fig 2B). Dado que las fracciones smaptosomales de 1a retina de la rana evaluadas con el
mAb 4a no mostraron la banda correspondiente a la subunidad 8 (seccion antetior), conchumos que el
patrén observado en la innmmohistoguimica comresponde (micamente a la distribucion de la subunidad
a

En la retina de la rana la inmumorreactividad fue homopénea sobre toda la extension de la CPL
ello indica-que las neuronas en donde se encuentran las subunidades a del RGly, se esratifican de
manera dispersa.

En la retma de la rata pudieron distinguirse dos bandas con mayor intensidad al centro de la
CPL Este ultimo dato es semejante al obtenido por Griinert y Wissle (1993), ¢ indica que en esa zona
de 1a CPI hay una densidad :ﬁayor de las subunidades del RGly, a forma de corolario, el hecho de que
tepitamos ¢l patrén de mmunorreactividad obtenido por otros investigadores al utilizar el mismo
anticuerpo (el mAb 4a) en el misne tejido (la retina de la rata), evalia satisfactoriamente los resultados
obtenidos en 1a retina de la rana

Las figuras 1C y 2C del manuscrito citado muestran, respectivamente, la iununorreactividad
producida con el Ab RGly en Ia retina de 1a rana y de la rata. Hubo una sefial positiva muy fuerte eu la
capa plexiforme externa (CPE), en la CPI y, ademas de estas capas plexiformes, en algunos procesos
provenientes de la capa de células ganglionares, que se sefialan con flechas en las figuras. Estos
procesos cruzaron en sentido vertical a la retina, tenminando en la CPE, 1o que concuerda con las
prolongaciones descritas en las céhulas de Miiller, el tipo principal de célula glial en la retina {Semple-
Rowland, 1991). Los resultados obtenidos en Ia inmamohistoquimica del Ab 384 fueron sewejantes v se
umestran en las figuras 10} y 2D del manuscrito citado al inicio de esta seccidn,

El uso de estos anticuerpos policlonales demostré que hay alguna isoforma de la subunidad o
que se localiza en la CPE de la rata, con lo que se extiende 1a participacién probable de fa glicina en la
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copunicacion neuronal en esta capa de Ia retina de los magmiferos. Ademas, y de forma mas relevaute,
los anticuerpos policionales detectaron a esta isoforma en procesos que parecen ser de células gliales.

Para determinar s los procesos marcados por los anticuerpos Ab RGly y Ab 384 comresponden
a células de Miller, realizamos experimentos de marczje doble con un coctel que incluyo a uno de esos
anticuerpos ademis de un mAb dirigido vs Ia sintetasa de ghitamina (Chemoicon). La figura 3 muestra el
resultado correspondiente 2 la combinacién Ab RGly/sintetasa de glutamina en Ins retinas de la rana
{3C, 3D}y de la rata (3G, 3H, obtuvimos datos iguales con el coctel Ab 384/sintetasa de ghitamina que
no mostramaos). El patrdn obtenido mmestra una co-localizacion exacta del AbRGly y el mAb vs
sintetasa de glutamina, apoyando la idea de que los anticuerpos policlonales AbRGly y Ab 384 detectan
la presencia del RGly sobre las células gliales de Miiller en la retina.

Queda por explicar que la co-localizacion es tan precisa, que la distincion entre una y otra
figura no es clara, creemos que los procesos de las células de Miiller estin marcados y que la
inmunorreaciividad al RGly co-localizd con €stos, pero coinciden de forma tal que las figuras
parecen ser las mismas, No obstante, la especificidad de los anticuerpos secundarios se demuesira
en los cortes control, probados sin anticuerpos primarios y un coctel de [pG’s conjugadas a Cy3 y
FITC (figuras 3B y 3F del manuscrito inserto), en los que la fluorescencia basal es muy débil.
Como una corroboracion adicional a la idea del marcaje de células de Miiller por los anticuerpos
Ab RGly y Ab 384, intentamos la inmunocitoquimica con tales anticuerpos en células de Miiller

aisladas.
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in synaptic layers and glial cells of the retina
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Abstract—Glycine has been considered as a neurotransmitter in the inner plexiform layer (IPL) of
mammalian retina. In cold-blooded vertebrates both the outer and the inner plexiform layer appear
1o usc glycine as a ncurotransmitter. In this work we used monocional and polyclonal antibodics
1o study the localization of the postsynaptic glycine ceceptor {(GlyR) subunits in frog and raf retina.
Monoclonal antibodies revealed the presence of GlyR o and # subunits at the inner plexiform layer.
whereas immunoreactivity 1o the polyclonal aptibodies was cbserved, besides the TPL, in the outer
plexifoem layer and on Maller gliad cells. These findings suggest that some isoforms of GlyR are
focalized in synapuic terminals and glial cells within vertebrate ratina.

Keywords: Glycine: receptor; retina; immunchistechemistry: Miller cell; synaptic layers; frog; cat.

L. INTRODUCTION

Glycine has been shown to play an important role as an inhibitory neurotransmit-
ter in the vertebrate retina. Several groups have reported high concentrations of
this amino acid within vertebrate cetinas (Voaden, 1976; Marc, 1989) and autora-
diographic studies have shown glycine teansport by retinal neurons (Pourcho and
Goebel, 1990). In mammals, glycine actions appear to be restricted to the inner
reting, acting on ganglion, amacrine and bipolar cells (Stone and Pinto, 1992, 1993;
Boos er al.,, 1993). In amphibian retina glycine appears to act at both the outer and
in the inner plexiform layers, since it depolarizes horizontal newrons (Stockton and
Staughter, 1991), hyperpolarizes the ganglion cells (Pan and Slaughter, 1993; Yang
and Wi, 1993), and biochemical smdies have localized giycine and strychnine bind-
ing sites in synaptosomal fractions isolated from the outer and the inner plexiform
layers of frog retina {Pérez-Le6n and Salceda. 1993). These actions of glycine in

*To whom comrespendence shauld be addressed.
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Introduction

Glycine has been shown to play an imporiant role as inhibitory neurotransmitter in the vertebratce
retina. Several groups have reported high concentrations of this amino acid within vertebrate retinas
{(Marc, 1989; Voaden, 1976) and autoradiographic studies have shown glycine transport by retinal
neurons (Pourcho and Goebel, 1990) . In mammals, glycine actions appear to be restricted to the
inner retina, acting on ganglion, amacrine and bipolar cells (Boos er af, 1993; Stone and Pinto,
1992, 1993). In amphibian retina glycine appears to act at both the outer and in the inner plexiform
layers, since it depelarizes horizontal neurons (Stockton and Slaughter, 1991} hyperpolarizes the
ganglion cells (Yang and Wu, 1993; Pan and Slaughter, 1993), and biochemical studies have
localized glycine and strychnine binding sites in synaptosemal fractions isolated from the outer and
the inner plexiform layers of frog retina (Pérez-Ledn and Salceda, 1995). These actions of glycine
in retina are mediated throngh the sirychnine-sensitive postSynaptic glycine receptor (GlyR).

The GlyR has been proposed to have a pentameric structure, composed of three 48 kDa-o
subunits, and two 58 kDa B subunits (Langosch et al, 1990). These subunits form the chloride
channe! gated by glycine (Langosch et al, 1990). The pentameric GlyR is associated to a peripheral
intracytopiasmic protein named gephyrin, which it is supposed to be a GlyR-tubulin linker protein
(Kirsch and Betz, 1995; Kirsch ez al, 1991). Different isoforms of « and §§ subunits have been
reported by cloning studies and heterologous expression has demonstrated that the subunits form
receptors with different sensitivities to the antagonist strychnine and chleride channel blockers.

The ¢« and P subunits of the GlyR have been localized by immunohistochemisiry using
wonoclonal antibodies at the inner plexiformn layer (IPL) of mammalian retina (Grinert and Wissle,
1993), whereas gephyrin has been immunolocalized in the [PL in mammals {Jager and Wissle,
1987), and in both the TPL and the outer plexiform layer (OPLY) of cold-blooded vertebrates (Smiley
and Yazulla, 1990; Yang and Wu, 1993; Yazulla and Studholme, 1991). However, it has been
recently shown in mammalian retina that gephyrin colocalizes with several subunits of gamma-
amino-butyric acid (GABA) type A receptor (Sassod-Pognetto et af, 1993). Therefore, the gephyrin
immunolocalization can not be longer used as an unequivocal criterion for signaling glycinergic
synapses.

In this work we used monoclonal and polyclonal antibodies raised against the o and B subunits
of the GlyR to study their localization in the frog and rat retina.
Meihods
Animals.- Frogs (Rana pipiens) and pigraented rats (Long Evans) were used in these experiments,
Animals were dark-adapted, decapitated and enucleated under dim red light conditions. Eyebalis



were immediately immersed in 4% paraformaldehyde-(.1 M phosphate buffer, pH 7.4 during 30
min.. Eyeballs were then hemisected and pptic cups were fixed for two hours in the same fixative.
We performed a series of experiments in which we used shorter fixation times and results were
essentially the same, though the sensivity of mADb 4a to aldehyde fixation, as eeported by Griinert
and Wiissle {1993). Tissue was washed in 0.9% NaCl-PB (PBS) and cryoprotected in successive
concentrations of sucrose (10%, 20% and 30% sucrose-PB, 30 min cach) and tinally in 30%
sucrose-PB overnight at 4°C.

Retinas from rat and frog were positioned in a single block and 10 pm thick vertical sections
were cut with a cryostat, collected onto gelatin-coated slides and stored at -20°C until experiments
were done.

Antibodies. The monoclonal antibody mAb 4a, raised using purified rat GIyR, recognizes all the
GIR o subunit isoforms known to date as well as the £ subunit (Pleiffer er al, 1984). The rabbit
polyclonal antibody AbRGly was also raised against the purified rat spinal cord GlyR (Ruiz-Gémez,
et al, 1991). A synthetic sequence comesponding to amino acids 384 through 391 of the o subunit
was used to produce the polyclonal antibody Ab384 (Rulz-Gomez er af, 1991). In western blot
assays both polyclonal antibodies recognize a 48 kDa band in synaptosomal membranes isolated
from rat spinal cord (Ruiz-Gémez er af, 1991) and plexiform layers of frog retina (Pérez-Ledn, not
published). A monoclonal antibody against the glial enzyme glutamine synthetase (Chemicon, USA)
was used in double-label inmunofluorescence experiments.

Impuenchistochemistry. In all experiments alternate retinal sections were used to test the different
antibodies. Acetone was used to permeabilize sections (10 min at -20°C), the slides were then air-
dried at room temperature and hydrated in 0.131 M NaCl-5 mM Tris-HCL, pH 7.6 containing 0.1 %
Triton X-100 (TBS). Sections were incubated in a blocking solution containing normal goat serum
20% -TBS during 30 minutes and then with the primary antibodies overnight at 4°C. After two 10
min wash in TBS, sections wete incubated two hours at room temperabie with secondary
antibodies coupled to alkaline phosphatase poat anti-mouse (Sigma) or goat anti-rabbit
(Boehringer). The primary and secondary antibodies were diluted 1:100 in TBS. The akaline
phosphatase activity was visualized wusing 5-bromo-4-chloto-3-indolyl-phosphate  (BCIP,
Boehringer) -as substrate and nitro blue tetrazolivm (NBT, Sigma) as chromogen in a MgCL 50
mM- Tris-NaCl 100 mM solution adjusted to pH 9.5 with HCL Levamisole (Sigma) was used as an
inhibitor of endogenous phosphatases. Then slides were coverslipped using glycerol.

For double label experiments the sections were incubated with the monoclonal antibody against
ghatamine synthetase (Chemicon, 1:500) and either the ADRGly or the Ab384. Goai antimoyse




ciano-methyl-indocyanine (Cy3, Zymed) and goat anti-rabbit fluorescein-isothiocianate (FITC,
Sigma} conjugate immunoglobulins, diluted 1:50 and 1:200 respectively, were used as secondary
antibodics.
All secondary antibodies were pre-absothed with rat serum, as stated by comercial
providers,
Sections incubated in 20% normal goat serum instead primary antibodies and exposed to all

subsequent lreatments were used as controls.

Results
Immunchistochemistry with the monoclonal antibody mAb 4a revealed the presence of the o
and f3 subunits of the GlyR at the inner plexiform layer (IPL} in frog (figure 1B) as well as in the rat
retina (figure 2B). In frog retin a homogeneous immunorcactivity covered the entire IPL, whereas
in rai retina two strongly-reactive bands were noticed at the IPL over a diffuse labeling of the rest of
this layer.

Figures 1C and 2C show the immunoreactivity obtained with the AbRGly in frog and rat
retinas, respectively. Strong positive immunoteactivity to AbRGly was observed at both [PL and
outer plexiform layer (OPL). Besides plexiform layers, some processes originated at the ganglion
cell layer were iabeled (arrows in figures 1C and 2C). These processes extended through the inner
span of the inner nuclear layer (INL} and reached the OPL, matching the features characteristic of
glial Miiller cells (MC) (Sernple-Rowland, 1991). Similar results were obtained with Ab384 (figures
1D and 2D),

In order to determine whether the processes marked by AbRGly and Ab384 correspond indeed
to MC, we performed double labeling immunofluorescence experiments. As shown in figure 3,
AbRGly immunofluorescence colocalized with that from glutamine synthetase, a marker enzyme for
ghal cells (Semple-Rowland, 1991). Immunofluorescence obtained for frog (fig 3C, D) and ra
retinas (fig 3G, H) supports the notion that the pelyclonal antibadies against o subunit of GIyR
labeled glial cells in these tissues. Similar immunofluorescence resuits were obtained with Ab 384

{(not shown).

Discussion
There is a considerable evidence suggesting that ghycing i a neurotransmitter within the IPL of
the mammalian retina (Marc, 1989). On the other hand, this role for glycine in the OPL and also in



the IPL of the amphibian retina is less clear, although it has been suggested by several authors
(Pérez-Ledn and Salceda, 1995; Stockton and Slaughter, 1991; Voaden, 1976).

Our observation of labeling with mAb 4a at IPL in rat retina is in agreemcnt with results
previously reported (Griinert and Wissle, 1993). There are no previous repotts on this labeling in
frog retina, where we found a strong immunoreactivity to mAb 4a covering also the IPL, indicating
that the disuibution of the GlyR subunits recognized by this antibody is the same within amphibian
and mammalian retina.

The polyclonal antibodies AbRGly and Ab384 were alse immunoreaciive at the IPL in retinal
sections from both species. This result matches the labeling obtained with mAb 4a, described above,
suggesting that immunoreactivity obtained with polyclonat antibodies at the IPL. comresponds Lo
GlyR ¢. and [ subunits. However, the polyclonal antibodies AbRGly and Ab384 also Iabeled the
OPL, suggesting that GlyR mediated transmission occurs in this layer. Although the polyclonal
antibodies we used have not been tested before for immunohistochemistry, biochemical studies
indicated that they only react against the o subunit of GlyR isolated from rat spinal cord (Ruiz-
Gomez et al, 1991) and synaptosornal membranes from frog retina (not shown). Since Ab384 was
raised against a sequence consisting of eight amino acids frem the ¢« subunit, and showed the same
labeling pattem of that from the AbRGly, it can be safely concluded that the polyclopal antibodies
recognize the same epitope. This epitope is not recognized by the monoclonal antibody 4a. This
apparent discrepancy might be explained by the presence in retina of a yet no described o subunit,
as suggesied by the different immunoreactivities obtained i maromalian retina with the monoclonal
antibodies 4a and 2b, the second one recognizing exclusively the ol subunit (Griinert and Wissle,
1993} .

These findings are in agreement, with the strychnine-sensitive glycine-evoked responses of
Amblystoma tigrinum horizontal cells (Borges and Wilson, 1991; Yang and Wu, 1993) and also
with the specific high affinity "H}-strychnine and [’H]- glycine binding in synaptosomes isolated
from the OPL. (Pérez-Ledn and Salceda, 1995), These data together, point o the conclusion that
glycinergic transmission oceurs in both outer and inner plexiform layers of vertebrate tetina,

Interestingly, besides the plexiform layers, AbRGly and Ab384 labeled some somata at the
inner nuclear layer. These somata extended processes along the retina from the inner lirniting
membrane Lo the outer limiting membrane, and this labeling colocalized with the immunareactivity
to the monoclonal antibody against glutamine synthetase, a marker enzyme of glial cells. It has been
recently shown that spinal cord macroglia has strychnine sensitive glycine-activated chloride
currents (Pastor ef al, 1995). Studies performed with reverse transcriptase-polymerase chain



reaclion i solated medullar ghial cells have demonstrated the expression of @l and B subunits of
the GlyR. These subunits were cxpressed by different population of celis (Kirchoff er ai, 1996).
These data, altogether with our findings, point out to the existence of restricted GlyR isoforms in
glial cells. Although the role of these receptors remains to be studied a possible function could be
the conirol of concentration of potassium during the light-induced depolarization of Miiller cells

(Karwoski and Proenza, 1977).
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Figure 1.- Vertical sections through frog reting processed with no primary antibody {contrel, A)
mAb 4a (B), AbRGly (C) or Ab 384 (D). B) Imsmmnoreactivity to mAb 4a is restricted to IPL.

C) Inwnunoreactivity to AbRGly covers IPL and extends to OPL. Strongly labeled processes can
also be scen through the TPL and reaching the OPL {(arrows), These processes are clearly
obgmating at the panplion cell layer, and probably correspond to glial Miifler cells D)
Tosmmoreactivity obtained with Ab384 parallets that of ABRGly: TPL, OPL and MC-Bke processes
were labeled. Some no specific Iabeling sppeared on photoreceptor outer segments (C and D).
Abbreviations: Ph: photoreceptor layer, ONL: outer nuclear layer, OPL: outer plexiform layer, INL:
imner muclear lyyer, JPL: inper plexifionn layer, GCL: ganglion cell layer. Calibration bar = 20 um.
These results were cousistently repeated in eightecn retimas.



Figure 2.- Micrographs of vertical cryostat sections through rat retina processed with no primary
antibody (contrel, A), mAb 4a (B) or polyclonal Ab’s AbRGly (C) and Ab384 (D). B) Two bands
of intense labeling with mAb 4a are distinguished at iomer plexiform layer (IPL). C) Strong
immanoreactivity to Ab RGly is localized at IPL, there is also weak although significant labeling at
outer plexiform layer {OPL). Amrows mark some processes surroundmg cell bodies at imer nuclear
(INL) and ganglion cell layer, these processes could be MDler ghial celis (MC, see text). D)
Imumemoreactivity obtained with Ab384 also was over IPL, OPL and MC-ke processes
Abbreviations as in figure 1, scale bar = 20 pm. Experiments were repeated in a total amount of
eighteen retinas




Figure 3..- Vertical sections through frog (A-D) and rat retima (E-H) processed for double-label
immunoflnorescence with monoclonal antibody against glutamine synthetase (C, G) and AbRGly
(D, H). Immunofiuorescence with the two antibodies perfectly matched: the same cells are labeled.
Nomarsky optics (A, E) shows retinal layers, control sections (B, F) show no imnmmnoreactivity,
Abbreviations as in figure 1, scale bar equals 20 pm. Experiments were done 3 times.







Inmunocitoquintica de células de Miiller aisladas de la retina de la rann

La morfologia de las células de Miilier aisladas de Ia retina de la rana (figura 11)
corresponde con la reportada para otras especies, tanio de mamiferos {Rauen et al, 1996) como de
aves y anfibios (Semple-Rowland, 1991; Keirstead y Miller, 1995) La incubacion cen el
anticuerpo monoclonal vs la vimentinag (SIGMA), una proteina marcadora de las células gliales,
produjo una reaccion positiva en estas células, reforzando su identificacién como células gliales de
Miiller (figura 13).

Estas células reaccionaron positivamente a la incubacion con los anticuerpos Ab 384 y
AbRGly, produciendo una marca que se extendid a todo el soma, incluyendo las prolongaciones
(figuras 11 y 12). De esta manera, se confirmd que las prolongaciones sefialadas en las secciones
verticales de la retina correspondieron a las células de Miiller.

En las células aisladas el mAb 4a no produjo reacciéon. Combinando estos datos con los de
la inmunohistoquimica en cortes verticales, se deduce que Iz isoforma de! RGly que se encuentra

en las células de Miiller no se compone de alguna de las subunidades a conocidas,
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Figura 11 (pagina siguiente, pinel superior).- Inmunocitoquimica con el Ab 384 en células de Miiller
aisladas de ia retina de la rana. El lote control se traté con suero normal, la presencia del anticuerpo
Ab384 se reveld con IgG's acopladas a fosfatasa alcalina.

Figura 12 (pagina siguiente, panel inferior).- Inmunoflrorescencia con el anticuerpo AbRGly en células
de Miiller aistadas de la retina de la rana, el lote control se tratd con suero nonmal y la presencia del
AbRGly se detectd con IgG's coniugadas con FITC. La sefial brillante corresponde a este fluordforo
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Figura 13 (pagina siguiente)- Células de Miiller aisladas de la retina de la rana. El panel superior
muestra una imagen de fluminacidn de contraste de fases, el panel inferior es una imagen de
microscopia de fluorescencia. Las células se trataron con un mAb contra vimentina, el anticuerpo
primatio se detectd con lgG's conjugadas a FITC
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DISCUSION GENERAL

En la mmunotransferencia realizada con el mAb 4a se detectd solamente la banda
correspondiente a la subunidad « del RGly (Resultados, innumotransferencia, figura 7). Este dato
puede deberse a la carencia de subunidades B 6 a Ia existencia de isoformas de ésta a las cuales no
pueda reconocer ¢ mAb 4a, como se menciond en la seccidn de Resultados, los datos presentes no
perntiten distinguir entre tales alternativas. El mAb 4a se une g la secuencia de aminoicidos 96-105 de
la subunidad o (Schroder et al, 1991), de localizacion extracelular ¥ que es idéntica en todas ks
isoformas o v en la subunidad §. Sien la.retina de la rana existe una isoforma de la subunidad B, ésta
difiere en {a secuencia de aminoicidos mencionada, la existencia de tal subunidad § en la retina de la
ranz provocaria ¢l ensamblamiento de heteroligbmeros o/} bastante diferentes a los que s¢ han
caracterizado a la fecha, asi que, sea que 12 retina de Ia rana carece de subunidades [3, 6 que éstas son
tan diferentes que no se reconocen por el mAb 4a, el resultado sobre el RGly en la retina de la rana es el
mismo: este receptor postsinaptico es atipico con respecto al modelo resultante de }a médula espinal de
los mamiferos. El resto de los resultados se discuten considerando este hecho.

Unidn de Ligandos radioactivos

La estricnina-"H ha sido el tnico ligando radioactivo utilizado para caracterizar al RGly
mediante experimentos de union especifica. Hasta el descubrimiento del sitio de glicina msensible a
estricnina dentro del NMDAg (Jobnson and Ascher, 1987), eran raros los estudios de union especifica
de glicina-’H (p.¢j. Kishimoto et af, 1981), esta restriccion oscurecié durante mucho tiempo el
conocimiento de Ia actividad que la glicina pudiera tener sobre otros sistemas de neurotransuision, e
incluso sobre algunas isoformas del RGly insensibles a la estricnina (Kuhse e af, 1990). Nosotros
encontramos que, en las membranas sinaptosomales de 1a retina de la rana, existen diferencias eatre la
unidn especifica de glicina-"H y estricnina-"H (Pérez-Léon y Salceda, 1995, ver anexo, antecedentes,
Introduccién), no sélo en afinidad, lo que podria explicarse por que una molécula es el agonista y la
otra el antagonista del mismo receptor, si no inchiso en sensibilidad farmacolégica, la que deberia ser la
mistna s ambos ligandos se unieran sobre el mismo complejo proteiico (Young y Sayder, 1973 y
1974), sugerimos entonces que estos ligandos pueden sefialar la existencia de otras protcinas de
merbrana adicionales al RGly tipico (Pérez-Leon y Salceda, 1995).
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En primer lugar, detectamos la existencia de 2 sitios de union para estricinina en cada una de las
fracciones sinaptosomales y, si bien la estricnina-"H ha sido el ligando usado tradicionalmente para
localizar al RGly en fa médula espinal, el tallo cerebral y la retina de diversas clases de vertebrados, no
conocemos de algun estudio en el que se detecte la presencia de mas de un sitio {Borbe, 1931;
Schaeffer and Anderson, 1980; Kessler er of, 1989; Young and Snyder, 1973). No obstante, la
estrictiina presenta una cinética de 2 componentes en la inhibicion del RGly en neuronas culiivadas
provenientes de la médula espmal de rata (Lewis et al, 1993).

Por otra parte, 1a afinidad en 2 unién de estricnina-"H en uno de los sitios de las merabranas de
fa fraccién sinaptosomal P2 es 10 veces mayor que la que se ha registrado en otros tejidos {ver
Introduceion, antecedentes, anexo, P2, Kp= 0.6 nM, compérese contra el intervalo 4-40 nM en Young
v Soyder, 1973, 1974; Ruiz-Goémez et al, 1989, 1991). Una afinidad similar se ha encontrado
Umicamente ex las células ganglionares de la retina del ratdon mutante espdstico, en el cual las respuestas
plicinérgicas se inhiben por la estricnina con una constante de inhibicion de 8 pM (Stone and Pinto,
1992). La mutacidn del raton espastico consiste en un elemento mavil inserto en el gen de la subunidad
B (Mulhardt ef af, 1994), el efecto de esta mutacién es la reduccion en la expresion de la subunidad J3,
ensamblindose menor cantidad de heteroligomeros o/B. Se sabe que afinidad de la estricnina-"H por los
heteroligomeros o/p de la médula del raton espastico es Ja misyna que para los heteroligomeros de la
médula espinal de los ratones normales, pero el hecho de que la estricnina es nmcho mis afin por los
receptores en /a refina de este mutante, que tiene una expresion reducida de la subunidad 5, concuerda
con la alta afinidad de la estricnina-"H que hemos encontrado en la rana, especie que aparentemente
carece de subunidades [3 en la retina.

Miller & Schnellman (1993) han demostrado que las membranas de los tibulos renajes del
conejo presentan inmunerreactividad solamente para la subunidad [, en dicha preparacion la union de
estricnina-"H fue de muy pobre afinidad comparada con la que encontramos nosotros (Ko=0.83 mM vs
0.6 1M en las membranas de P2), ello podria indicar que la carencia de subunidades 3, como parece ser
el caso para las membranas sinaptosomales P2, propicia que la upién de estricnina-3H sea de muy aita
afinidad,

Uno de los sitios de unién de estricnina-"H en la fraccién P2 representa al homoligémero o del

RGly, falta discemir la identidad del otro sitio, que presenta una afinidad mds cercana a la2 que se ha
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medido en otras preparaciones (48 nM, Pérez-Ledn y Salceda, 1995, antecedentes, ver anexo
comparese con el intervalo 4-40 nM, Young y Snyder, 1973 y 1974; Ruiz-Gomez et a/, 1991).

Podria ser que la unién de estricnina-"H presentara una cinética de 2 componentcs por su
interaccion con proteinas de otros receptores que no sean RGly. En este sentido, se han publicado
trabajos en los cuales la estricnina actiia sobre otros receptores y canales idnicos en una variedad de
preparaciones, como los canales de K de algunos moltscos, el receptor nicotinico de acetilcolina y ¢l
receptor de serotonina en la sanguijuela (recopilado por Barron v Guth, 1987), aunque el efecto de la
estricnina se ha detectado por registro electrofisiolégico, no por union de ligandos radioactivos.

La sensibilidad farmacolégica de la unién de estricnina-"H en la retina de la rana puede indicar a
qué tipo de proteina se estd uniendo el alcaloide, por lo cual realizamos los experimentos de
desplazamiento de ligandos radicactivoes, que forman parte de esta tesis.

Se ha propuesto que la estricnina bloquea ai RGly por la mterferencia con el canal de CTI
intrinseco (Young y Suyder, 1974), parecia probable que la otra proteina en dende se unicra la
estricnina-"H en Ia retina de la rana fuera un canal anidnico, pero el DIDS y el 4cido niflémice, potentes
mlibidores de canales anjénicos no desplazaron a la estricnina-"H (Resultados, figura 4), de esta forma,
concluimos que la estricnina-"H no interactiia con un capal aniénico en la retina de la rana. Puesto que
tampoco obtuvimos desplazamiento con hexametonio (Resultados, figura 4), descartamos también la
posibilidad de que 1a estricnina-"H interactiie con el receptor nicotinico en este tejido.

El desplazamiento por el NBQX en las membranas P2 (Resultados, figura 4) es consisiente con
la presencia del RGly en estas membranas sinaptosomales, puesto que se ha demostrado que esa droga
inhibe la unién de estricnina-"H al RGly de la médula espinal de Ia rata (Pollan y Powell, 1992),

El desplazamiento por 5,7-DCK en las membranas de P2 (Resultados, figura 4) pareceria
an6mala, pero existe un reporte reciente de la inhibicion de las respuestas electrofisiologicas de la
glicina por parte del 5,7-DCK (Han et o, 1997). En el trabajo referido, se registro a la retina de la
salamandra y se encontré que la respuesta provocada por la glicina en las células ganglionares (que
tienen sus dendritas en la CPI) se inhibié por €l 5,7-DCK, el cual se utilizé en concentraciones similares
a las de nuestros experimentos. Asi, el degplazamiento por NBQX y 5,7 DCK de la unidn de estricnina-
*H, indica que este ligando se une al RGly en Ias membranas de la fraccién sinaptosomal P2 de la retina
de la rana. Puesto que es poco probable que estas drogas desplacen a la estricnina-"H del sitio de
afinidad de 0.6 nM, el segundo sitio de unién de estricnina-"H en la fraccién P2, con afmidad de 48 oM,

es, muy probablemente, un homoligémere de otra isoforma de la subunidad o del RGly.
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La unién de estricaina-"H en las membranas de la fraccién P1 de Ia retina de la rana presentan
también una cinélica de 2 componentes {Pérez-Ledén y Salceda, 1995, Introduccién, antecedentes,
anexo), con Kp'sde 3.9 y 18.7 nM, muy cercanas al intervalo 4-40 oM, medido en otras preparaciones,
incluidas Ias retinas de la mata y de la vaca (Borbe et al, 1980; Ruiz-Gomez e/ al, 1991, Schaeffer y
Anderson, 1980; Young y Sayder, 1973 y 1974). Asimismo, fue en esta fraccibn sinaptosomal en
donde Ja unién de estricaina-"H no se desplazé por el NBQX, el 5,7 DCK, el DIDS, e icido nifliumico
y ¢} hexametonio (Resultados, figura 4). De esta manera, propongo que la fraccidn sinaptosomal Pl
presema homoligomeros a diferentes a los encontrados en la fraccién sinaptosomal P2.

La unién de glicina-"H al sitio insensible a estricnina en el NMDAg se ha medido en varias
regiones del sistema nervioso central, como el encéfalo y el tallo cerebral (Kishimoto ef af, 1981;
Marvizon ef of, 1989), y la retina (Boje e7 af, 1992). En estos tejidos se han determinado constantes de
afinidad en el ntervalo de 40-80 nM, si se comparan con las medidas de nuestros experimentos previos
resultan similares (P1= 12 oM, P2= 82 nM, Pérez-Léon y Salceda, 1995, lutroduccion . autecedentes,
anexo); siv embargo, las diversas drogas que actilan en el sitio de glicina insensible a estricnma del
NMDA, no desplazaron a la glicina-"H en las membranas sinaptosomales de la retina de la rana (ver
anexo en antecedentes, Introduccidn). En esta tesis, en las membranas ginaptosomales de la retina de ia
rana no detectamos unién de glutamato-"H desplazable por NMDA 6 AP-5 (Resultados, ensayos de
unién especifica, union de L-ghuitamato-'H, figuras 1 y 2, lo que seitalaria al NMDAg) la union
especifica de ghitamato->H solo pudo detectarse desplazando al ligando radicactivo con glutamato,
indicando que los sitios especificos de union a este zminoacido corresponden a receptores tipo no-
NMDA (Resultados, ensayos de union especifica, figuras 1 y 2).

Estas caracteristicas descartan la posibilidad de que, en nuestros experimentos de unitn de
glicina-*H, estemos midiendo al sitio de glicma msensible a estricnina en el NMDAz. Es de notar que
nuestro sistema puede detectar Ia union del glutamato-"H al NMDAg, en ¢l t¢jido en el que se presente,
conforme se demostrd en las membranas sinaptosomales del telencéfalo de la rata, mediante el aumento
causado por la glicina en la unién especifica de ghrtamato-"H, determinada por el desplazamiento por
NMDA y AP-5 (Resultados, ensayos de unidn especifica figura 3).

Si 1a unin de glicina-"H en las membranas sinaptosotnales de la retina de la tana no represeuta
ol stio del NMDAg, podria asociarse a alguna isoforma del RGly. Ninguna de las moléculas que
desplazason a la estricnina->H en la fraccion P2 tuvo el mismo efecto sobre la unién de glicina-"H.
Podria arpiiirse que Ia plicina-3H se wne 4 una isoforma del RGly resistente al NBQX vy al 5.7 DCK,
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como lo hace la estricnina-"H en a Saccidn PI, no obstante la unién glicma-"H se desplazod por la
sarcosina (Resultados, ensayos de unidn especifica figura 5), una molécuia que no tuvo efecto alguno
sobre [a unién de estricntna-"H.

La sarcosina es un inhibidor del sistema de transporte de alta afinidad de giicina de la membrana
plasmitica de las neurongs del cerebro de la rata (Smith ef of, 1993), esta molécula inhibid la union de
glicina-’H en las membranas sinaptosomales de iz retina de la rana (Resultados, figura 5), y quizd
pudiera atribuirse este efecto en nuestro tejido a que la unidn especifica de pglicina-"H scilalara ai
transportador de glicina. No obstante, esto no es factible, dado que las condiciones bajo las que se zisla
al tejido y las del experimento, que mcluyen chogue osmético, centrifugacién a alta velocidad,
congelacion y descongelacion del tejido (ver Métodos) son incompatibles con el aislamiento y
fimcionamicato de un transportador; por el contrario, las condiciones experimentales descritas en los
Meétodos de esta tesis son las prototipicas para el aislamiento y la medicién de receptores de membrana
(Unnerstall, 1990).

Siguiendo este argumento, Is unién de glicina-’H en las membranas sinaptosomales de Ia retina
de la rana sefiala [a existencia de un receptor de glicing, un receptor del cual puede ser desplazada por la
sarcosina, y que es diferente del RGly y del sitio de gficina insensible a estricuina en el NMDAg.

Inmunohistoquimica _

Lalocalizacién de la gefirina con el mAb 7a (Resultados figura 10) dentro de la capa plexiforme
intera (CPI) apoya Ia presencia del RGly en esta capa de la retina de Ia rana. La mmunorreactividad
difissa indica que las terminales sobre las que se encuentra la gefirina no provienen de va solo tipo
neuronal, que se estratificase sobre un estrato resiringido de la CPL. Esto sugiere que el RGly es de
localizacion ubicua demtro de esta capa o, altemativamente, que la gefitina puede presentarse s
asociarge al RGly.

Mediante estudios de localizacion de dcidos nucleicos, se ha detectado al RNA wmensajero de la
gefirina en homogenados del higado y el pulmodn, asi como en diversas zonas del sistema nervioso
central en las que uo se encuentra ningima de las otras subunidades del RGly (Prior ef af, 1992), De
hecho se ha demostrado 1a presencia de la gefirina en asociacion con el receptor tipo A del dcido y-
aminobutirico (GABA.R) en la retina de Ia rata (Sassod-Pogneto ef af, 1995), por lo que su deteccion
no puede considerarse univocamente asociada a la presencia del RGly. No obstante, nadie ha

demostrado que el RGly se presente sin la gefirina, de tal manera que, hasta ahora, la localizacion de
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dicha proteina sigue sendo un indicio de la presencia del RGly, y pensamos que este es el caso en la
retina de 1 rang.

La inmunotransferencia con el uso del mAb 4a (Resuliados, figura 7) demostro la carencia de fa
isoforma B conocida en la retina de 1a rana, conforme se expuso al inicio de esta seccion. En la retina de
esta especie, [a innxmohistoquimica con el mAbda mostrd ua pateén de inmunorreactividad homogénea
en la CPI (ver figura 1, Pérez-Leon y Salceds, 1998, manuscrito inserto en la seccién de Resultados)
demostrando asi, dentro de esta capa de la retina, que las terminales sinapticas en las que se localizan las
subunidades a del RGly provienen de neuronas que no siguen un patron retringide en su estratificacion
dentro de la CPL

Un caso contrario es el de la veting de 1a rata (figura 2, Pérez-Leon y Salceda, 1998, manuscrito
mserto en la seccion de Resultados), en la cual se detectaron dos bandas con intensidad mayor en la
mitad de la CPL, un patrén de innmnorreactividad que indica la estratificacion restringida de alguna de
las subunidades que reconoce el mAb 4a. Griinert y Wissle (1993) han demostrado, con el uso de un
mAb especifico para la subunidad ot del RGly, que es ésta la que se estratifica restringidamente en los
estratos centrales de la CPL De esta forma se concluye que, en la retina de la rang, las subunidades o
del RGly se distribuyen homogéneamente sobre la CPL

Los anticuerpos policionales también detectaron a la subunidad o del RGly demro de la CPI
{Pérez-Leon y Salceda, 1998, figuras 1 y 2, manuscrito inserto en Resultados), un hecho que indica que
la localizacion de las isoformas reconocidas por estos anticuerpos se sobrepoue con las que reconoce el
mAb 4a, o altemativamente, que el mAb 4a y los anticuerpos policlonales reconocen a los mismos
¢pitopes. No obstante, va que los anticuerpos policlonales también marcaron a la CPE, se descarta esta
segunda posibilidad, y es mas probable que los anticuerpos policlonales reconozcan subunidades «
adicionales a las que reconoce e} mAb4a y que la distribucion de las subunidades se sobrepone.

A la fecha se piensa la neurotransmision glicinérgica en la retina de los mamiferos se restringe a
la CPL, el que los anticuerpos policlonales Ab 384 y Ab RGly hayan producido reaccion en la CPE de
1a retina de la rata sugiere que la neurotransmision glicinérgica en los roedores puede ocurrir también en
esta capa, lo cual ampliaria Ja funcién que se le ha asignado a este aminoacido en s retina de ios
mamiferos.




Es muy relevante que la innmmorreactividad con el Ab 384 y ] Ab RGly incluya, agemas dela
CPE, a las células de Miiller, por lo cual decidimos realizar inmunocitequimica de estas células
aigladas.

Los resultados de estos experimentos confirmaron que las células de Miiller presentan las
isoformas de la subumidad o del RGly que se reconocen por los anticuerpos Ab RGly y Ab 384,
(Resultados, figuras 11 y 12). E1 mAb 4a no produjo reaccion, indicando que las isoformas o 1-x4,
las que reconoce este anticuerpo monoclonal, no se encuentran en las células de Miiller, o que
tales isoformas se pierden durante el proceso de aislamiento. La primera posibilidad es mas
factible, dada la carencia de reactividad del mAb 4a sobre procesos de células de Miillet ea los
cortes de la retina (figuras 1 y 2, Pérez-Leon y Salceda, 1998, manuscrite inserto en Resultades).

El hecho de que la subunidad o que se presenta en las células de Miiller no se reconozca
por ¢l mAb 4a origina un probjema interesante, puesto que las isoformas que reconoce el mAb 4a
son, hasta ahora, todas las caracterizadas para el RGly, lo que implica que en las células de Miiller
pudiera existir una isoforma o aun no descrita.

;Cual es el papel del RGly en las células de Miiller? Debemos iicialmente mencionar que las
células de Miller presentan una isoforma de la subunidad o que parece ser distinta 2 las que se conocen
actualmente, Por otra parte, se sabe que las células de Miiller en los anfibios se despolarizan como
resuitado de la estimulacién himinosa, una funcién probable del RGly en dichas células puede ser
contrarvestar tal despolarizacion. '

La transmisidn glicinérgica en la retina de Rang pipiens

La retina de la rana muestra varias caracteristicas distintivas, precisamente las que incitan mas a
su estudio, por ejemplo, las respuestas eléctricas de sus células amacrinas y ganglionares pueden
equipararse con las de Ia corteza visual primaria de los mamiferos (Voaden, 1976). En virtud de que ta
retina de la rana tiene [2 misma estructitra histologica que la del resto de los vertebrados, Ia peculiaridad
de este tejido debe subyacer en alguna especializacion de los sistemas de neurotransmisores. Nuestro
trabajo denmestra que el RGly es uno de los receptores que puede presentar esta especializacion, en
este caso por la presencia exclusiva de bowoligdmeros o o de heteroligdbmeros con una subunidad j
diferente a I caracterizada actualmeate,

En las células ganglionares de Ia retina de la salamandra se ha demostrado la co-existencia de
respuestas glicinérgicas transitorias y sostemidas, éstas Gltimas mas sensibles al 5,7 DCK que a la
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estricnina (Han et af, 1997), Nuestros datos de unién de igandos radioactivos sefialan tainbién que los
sitios de reconocimiento de estricuina-"H son sensibles al desplazamiento por 5,7 DCK, sobre todo en
la fraccion P2 {Resultados, ensayos de unidn especifica, figura 4) correspondiente a la CPL en donde se
localizan las dendritas de las célnlas ganglionares. Estos sitios podrian corresponder con las diferentes
respuestas glicinérgicas mencionadas, si bien las especies son diferentes, esta particularidad del RGly
puede ser commin a la clase de los anfibios.

En la CPE de los vertebrados poiquilotermos, la glicina actda sobre las céulas horizontales que
participan en la generacidn de las respuestas al color. La glicina ejerce su efecto activando uma via
polisinaptica que finaliza en una mayor hibicion de Ias céhilas que se encuentran ep el centro del
campo receptivo. Al contrario, en la CPI la accion mhibitoria de la glicina sobre las amacrmas que
liberan GABA resulta en un aumento del nivel de actividad de aigunas células bipolares (Péres-Ledn y
Salceda, 1997, Introduccion, La newrotransmisidn glicinérgica en la retina de los vertebrados y
referencias incluidas). Es posible que las neuronas que responden a la glicina presenten, en cada caso,
isoformas attemas del RGly. El desplazamiento diferencial de 1a union de estricnina-"H y, sobre todo, la
presencia de isoformas a las que este alcaloide se vme con afinidad en el intervalo de concentraciones

subnanomolares (P2, Kyy= 0.6 nM), hacen factible la posibilidad mencionada.
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