RATONES KNOCK-OUT DEL RECEPTOR LPA1 DE ACIDO LISOFOSFATIDICO PRESENTAN UN
ACUSADO DEFICIT DE LA ISOENZIMA GLUTAMINASA KGA (GLS) Y UNA MORFOLOGIA
ALTERADA EN LAS ESPINAS DENDRITICAS DE HIPOCAMPO Y CORTEZA

INTRODUCCION

El acido lisofostatidico (LPA) es un importante mediador fosfolipidico que actiia como sehal extracelular activando a receptores acoplados a
proteinas G. Se han descrito al menos seis tipos de receptores de LPA, de los cuales el LPA1 es el mejor caracterizado. LPA1 media sus
respuestas a través de tres tipos de proteina Ga: Gi/o, Gq/11 y G12/13 (Fig.1), y se ha relacionado con algunas importantes funciones
fisiologicas entre las que destacan el desarrollo y la plasticidad neuronal. Como es bien conocido, el aminoacido glutamato (Glu) es el
del cerebro y un importante mediador de la plasticidad sinaptica requerida para adaptar el
comportamiento de los organismos a los cambios producidos en el medio ambiente. Estudios previos de nuestro grupo con modelos de
ratones knock-out (KO) del receptor LPA1 han puesto de manifiesto un acusado descenso de la expresion de la principal enzima responsable
de la sintesis del Glu neuronal, la glutaminasa (GA) (isoforma KGA codificada por el gen Gls), tanto en corteza prefrontal como en
hipocampo de animales KO. Estos resultados sugieren que la expresion de KGA guarda alguna relacion con la transmision de sehales
mediada por el receptor LPA1, si bien los detalles moleculares de este hecho estan atn por determinar.
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OBJETIVOS

En este trabajo continuamos el analisis de la relacion entre la expresion de la enzima GA y la senalizaciéon mediada a través del receptor LPAL1.

Empleando como modelo ratones KOLPA1, hemos estudiado el patron de isoenzimas GA comparado con su expresion en ratones silvestres (WT), mediante técnicas inmunohistoquimicas, PCR
cuantitativa a tiempo real (qQRT-PCR), Western blot (WB) y medidas de actividad enzimatica. Asimismo se han realizado tinciones de Golgi de cortes de cerebro de ambos animales para
intentar relacionar los cambios de expresion GA observados con procesos de arborizacion y desarrollo de espinas dendriticas en neuronas corticales y del hipocampo.

RESULTADOS
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Fig 2. Expresion de isoenzimas GA en cerebro de ratones WT y
KOLPA1 (A) Inmunotincién con anticuerpos KGA especificos. Puede
observarse una disminucion en los niveles de proteina en todas las areas
cerebrales estudiadas, particularmente en corteza e hipocampo. (B).
Detalle de inmunorreactividad positiva en corteza e hipocampo a 10x.
WT: animales silvestres (wild-type); KO, animales homocigotos KO para
LPA1 y; HT, animales heterocigotos. (C) Detalle de inmunorreactividad
positiva en hipocampo con anticuerpos anti-GA GLS2 especificos a 10x.
No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de
las isoenzimas GLS2.
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Fig 3. Analisis de actividad enzimatica GA mediante determinacion
del amonio en las distintas areas cerebrales. S6lo se observaron diferencias
significativas en corteza parietal motora entre ratones KOLPA1 y WT. Los
resultados se muestran como actividad GA especifica (unidades
internacionales por mg de proteina) y fueron analizados con el test de
Mann Whitney (media = SEM; n=10;*p<0.05).
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Fig 4. qRT-PCR de mRNA de GA (A) Niveles de mRNA de KGA,
50 - normalizados frente a [-actina, en las distintas regiones analizadas de
cerebro de ratones WT (azul) y KOLPA1 (verde). (B). Cuantificacion de los

10 - valores absolutos de mRNA de KGA (azul) y GLS2 (rojo) en cerebro total
de ratones C57/Bl6 empleando poli(A*) mRNA y normalizacion frente a (-

0 actina. PFC: corteza prefrontal; PM, corteza parietal motora; STR, estriado;
KGA GL52 HIP, hipocampo; DG, giro dentado; CB, cerebelo.

Fig 4. qRT-PCR de mRNA de GA en cerebro de ratones WT y KOLPA1

Fig 5. Tincion de Golgi de cortes de cerebro de ratones WT (A) y KOLPA1 (B). Se muestran neuronas piramidales del hipocampo, fotografiadas a 40x (1) y 60 x (2). Aunque no se aprecian cambios en la densidad de
las espinas dendriticas en las neuronas de ratones KOLPA1, se ha podido observar un cambio fenotipico. En los ratones KOLPA1 (D) se observan mayor nimero de espinas filamentosas, asociado a un estadio mas inmaduro,
comparado con los ratones WT (C). Las figuras C y D muestran en detalle de las espinas dendriticas basales de CA1, fotografiadas a 63x.

CONCLUSIONES

@Existe una disociacion entre los niveles de mRNA y proteina para la isoenzima KGA
en cerebro de ratones KOLPA1. Mientras los niveles de proteina disminuyen en
importantes regiones glutamatérgicas del cerebro (corteza e hipocampo) de los
animales heterocigotos y KOLPA1 respecto a los silvestres, los niveles de mRNA se
mantienen constantes. Al contrario de lo observado con KGA no se aprecian cambios
cualitativos en la expresion de isoenzimas GLS2.

@Se ha observado una disminucion significativa de actividad GA en la corteza parietal
motora de animales KOLPAL1.

@Existe una diferencia morfoldgica en las espinas dendriticas de los animales KOLPA1
con respecto a los WT. Se podria especular un posible papel de KGA en estos cambios,
de tal forma que una regulacion a la baja de esta proteina conlleve una regresion a un
estado mas inmaduro de las espinas dendriticas hipocampales y de corteza alterando la
plasticidad sinaptica. Actualmente analizamos marcadores pre- y postsinapticos de
dendritas para detectar alteraciones en su expresion.
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