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1.3. Estimulacio de la PLC en astrocits

Malgrat que els cultius primaris de neurones granulars es caracteritzin per ésser
altament homogenis (aproximadament el 95 % en les nostres condicions), abans de seguir
en la caracteritzacié de la transducci6 del senyal via PLC en aquests cultius, ens hem
volgut assegurar que la resposta mesurada correspon realment a les neurones granulars.
Aixi, considerant que els tipus cellular contaminant més abundant en els nostres cultius
son les cel'lules glials, en especial els astrocits (2-3 %) (Kingsbury et al., 1985), hem
determinat I’activitat PLC de cultius d’astrocits de cerebel. Aquests cultius s’han obtingut
seguint el mateix protocol que I’emprat en cultius de CGC perd sembrant I’extracte
cel'lular en plaques sense estar pretractades amb poli-L-lisina i mantenint els cultius fins a
la seva confluéncia (de 21 a 30 DIV) en el mateix medi de cultiu que els cultius de CGC,
en aquest cas, perd, a concentracions baixes de K.

Els nivells d’acumulacié d’>H-InsPs obtinguts pels diferents agonistes sén molt
inferiors als determinats en neurones granulars, tant en condicions basals com estimulades,
exceptuant-ne la NA. Aixi, als 30 minuts ’acumulacié basal és de 2,8+0,1% 3H-
InsPs/(*H-InsPs + *H-lipids), i aquesta pot ser incrementada a 6,340,8 pel Cch 1mM;
7,1£0,6 per la 5-HT 100mM; 11,6£0,3 per la NA 30 puM; 5,2+1,5 per HA 1mM; 8,7+1 per
IET-1 0,1 uM; 3,6£1,6 pel t-ACPD 1mM i 8,740,1 pel Glu 1mM).

Es dedueix, per tant, que en cultius primaris de neurones granulars P’activitat PLC
que es mesura correspon a les neurones granulars i es pot excloure la participacié d’altres

tipus cel'lulars en les nostres determinacions.

1.4. Acumulacié de [’H]CDP-DAG com a index de I’activitat PLC

L’activitat PLC es mesura, generalment, determinant la quantitat d’un dels seus
productes d’activacio, 1'Ins1,4,5P; o 1’acumulacié dels *H-InsPs en preséncia de Li*
després de marcar el teixit amb [PH]inositol. Perd, en c&l-lules amb una concentraci6 baixa
d’inositol lliure en I’estat basal, I’acumulacié del PH]CDP-DAG provinent del reciclatge

del [PH]DAG, és també un reflexe de 1’estimulaci6 de la PLC.
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Com que les neurones granular de cerebel en cultius tenen una baixa capacitat
d’acumular inositol (Gray et al.,. 1994; del Rio et al,, 1996), en un prinicipi les
determinacions del [P’H]JCDP-DAG acumulat haurien de ser un bon index de ’activitat
PLC en aquest sistema. De totes maneres, i abans de passar a analisis més avangats, ens
hem proposat comprovar aquest fet determinant les eficacies en acumular *H-InsPs i
[PH]CDP-DAG dels dos receptors que indueixen una més bona estimualci6 de la PLC, els
receptors muscarinics de I’acetilcolina i els metabotropics del glutamat.

A la grafica 1.2. i ala taula 1.2. es pot observar com, la potencia del Cch, Glu (en
preséncia d’inhibidors dels iGluRs) i 1S,3R-ACPD, és del mateix ordre en I’acumulaci6
dels *H-InsPs i del PH]JCDP-DAG, fet que correbora la hipdtesi anteriorment esmentada i
que confirma les acumulacions de [PH]CDP-DAG com a bon index de ’activitat PLC.

Per altra banda, cal fer esment que si bé el 1S,3R-ACPD té una major poténcia per
estimular la PLC que el Glu, la seva eficacia és molt menor, i exibeix, de fet, un

comportament d’agonista parcial, tal i com analitzarem més detalladament al capitol 3 dels

resultats.
Cch Glu t-ACPD
InsPs CDP-DAG InsPs CDP-DAG InsPs CDP-DAG
B 5,3+0,3 391+ 104 42+1,2 1022+208 589+03 667+288
Emax 63,3+1,3 13045+656 53,6+2,2 4529+264 17,25+0,4 2464 +201
ECso(uM) 3,3%0,3 4,6 +0,2 116+1,1 1004+12 568+1,1 375+12
ny 1,0 +0,1 0,8+ 0,2 1,0+0,1 135403 1,0+0,1 24+14

Taula 1.2, Parametres de Pactivacio de la PLC per agonistes en monocapes de
neurones granulars de cerebel. Els parametres: acumulacié basal (B), efecte maxim
(Emax), concentracié que produeix el 50% de I’Emax (ECso) i coeficient de Hill (ny) s’han
determinat per ajust a I’equacié de Hill per regressié no lineal, a partir de les dades de la
fig. 1.2. Els valors d’Emax s’expressen pels *H-InsPs com a *H-InsPs x 100/CH-InsPs +
H-lipids) i per I'[’H]JCDP-DAG, com a dpm/pou.
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Figura 1.2. Corbes concentracié-efecte per agonistes de I’acumulacié d’*H-InsPs i
[PH]CDP-DAG. Els cultius primaris de granulars han estat marcats amb [*H]Inositol o
[3H]Citidina, tal i com es descriu als métodes. Les acumulacions dels *H-InsPs en
preséncia de LiCl 10 mM es mostren a la banda esquerra de la grafica, mentre que a la
dreta es representen les acumulacions de [PH]CDP-DAG per la mateixa concentracié de
LiCl i A i B: induides pel Cch, Ci D: el Glu (B)i E i F: el 1S,3R-ACPD. Els resultats
s’expressen pel 3H-InsPs com a *H-InsPs x 100/CH-InsPs + 3H-ll’pids) i per I'PH]CDP-
DAG, com a dpm/pou, essent mitges = S.E.M. de 3 experiments fets per triplicat.
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1.5. Caracteristiques de I’activacié de la PLC en cultius de CGC
1.5.1. Relaci6 entre 'acumulacié de [’HJCDP-DAG i *H-InsPs

Estudis previs del nostre grup (Sarri et al., 1995) mostren com, en miniprismes
d’escorga cerebral de rata, la relacié de les eficacies de sis neurotransmissors en promoure
I’acumulacié d’ *H-InsPs de [°’H]JCDP-DAG no és la mateixa per tots els agonistes. Per tal
de constatar si aquesta carateristica es compleix en un altre teixit, i alhora en diferents tipus
de preparaci6, hem realitzat un estudi paral-lel en cultius primaris de neurones granulars de
cerebel.

Alataula 1.3. presentem les acumulacions de [PH]CDP-DAG i *H-InsPs induides
per diferents agonistes, a la concentracié efectiva maxima, i a trenta minuts d’estimulacio.
S’observa que no tots els agonistes tenen la mateixa capacitat per estimular ambdues
acumulacions. De resultes d’aixo, I’ordre d’eficacies per -ambdc')s no es manté, essent Cch
(1mM) > Glu (1mM) > t-ACPD (1mM) > ET-1 (0,1pM) > HA (ImM) > NA (300uM) >
5-HT (100uM) pels *H-InsPs i Cch>Glu>5-HT>t-ACPD> NA>ET-1>HA (tots a la
mateixa concentracié) pel [P’H]CDP-DAG.

Si es determina l’habilitat d’aquests agonistes per estimular I’acumulacié del
[3H]CDP-DAG respecte la dels 3H-InsPs i s’assigna arbitrariament al CCh una resposta
equilibrada d’acumulacié d’aquests dos intermediaris donant un valor de 1 per cada una de
les respostes, s’observa que la resta d’agonistes assajats (excepte la 5-HT) presenten un
quocient CDP-DAG/InsPs inferior a 1, que indica una major acumulacié d’ *H-InsPs que
de [’H]CDP-DAG en relacié al Cch. Aquests valors no guarden cap relacié amb la
magnitud de la resposta, o sigui, amb ’eficacia de cada agonista a acumular els dos
compostos. Malgrat aix0, per0, aquests resultats es correlacionen molt bé amb els obtinguts
en miniprismes d’escor¢a cerebral cerebral (taula 1.3.), pels quals es troben valors molt
propers a 1 per la 5-HT i molt inferiors a 1 pels altres agonistes. Sembla, per tant, que
aquesta caracteristica pugui dependre més del tipus de receptor que de teixit, preparacié o

estadi de desenvolupament.
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Miniprismes
InsPs CDP-DAG Relacié d’escorga cerebral
(% sobre el (% sobre el CDP-DAG Relacié CDP-DAG/
basal) basal) /InsPs InsPs
Cch 672 +58 (8) 2080 +524 (5) 1,00 1,00
5-HT 67+33 (3) 236+ 114 (2) 1,14 0,83
NA 87+10 (5) 131+ 141 (2) 0,46 0,26
t-ACPD 164 +50 (9) 175+ 48 (5) 0,29 0,12
Glu 499+64 (1) 610+ 105 (2) 0,27 ND
ET-1 128 + 18 (10) 43+ 26 (5) 0,11 0,10
HA 95+26 (2) 2+ 2 (2) 0,00 0,04

Taula 1.3. Acumulacié d’ *H-InsPs i [3H]CDP-DAG en neurones granulars de cerebel
estimulades. Marcant els cultius primaris de neurones granulars amb [*H]Inositol i
[’H]Citidina s’ha pogut mesurar 1’acumulaci6 d’*H-InsPs i [PHJCDP-DAG per diferents
agonistes.. Els resultat s’expressen en % sobre el basal essent aquest: *H InsPs.- 7,8 + 1,0
*H-InsPs x 100/CH-InsPs + *H-lipids) i [PH]CDP-DAG.- 987 + 259 dpm/pou. L’index de
Ieficacia de Pacumulacié dels [PH]CDP-DAG vers 1’acumulacié dels *H-InsPs és la
relaci6 CDP-DAG/InsPs obtinguda considerant la relacié corresponent al Cch igual a 1.
Aquests resultats s6n mitges amb la seva S.E:M. corresponent. Entre paréntesis s’indica el
nombre d’expreriments realitzats. ND = no determinat.
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En els estudis del mecanisme d’activacié de la PLC en miniprismes d’escorga
cerebral de rata es va observar que, 1’eficicia per acumular [°’H]CDP-DAG respecte als *H-
InsPs de determinats agonistes perd no per a tots ells, depenia de la concentracié de Ca?
extracel lular. De resultes d’aix0d, hem estudiat la participicacié del Ca®* extracel-lular en
I’activacio de la PLC pels tres receptors que indueixen una major resposta en cultius
primaris de neurones granulars, els receptors muscarinics de I’acetilcolina, receptors
metabotropics del glutamat i receptors de I’endotelina.

A la taula 1.4. presentem el percentatge de reduccié de I’activaci6 de la PLC quan
al tamp6 de reaccié no hi ha Ca® afegit. Es pot observar que la disminucié de la
concentracié de Ca”" afecta tant a I’acumulacié d’*H-InsPs com la de [PH]CDP-DAG per
tots els agonistes assajats. Perd mentre que pel Cch I’acumulacié d’ *H-InsPs és molt més
sensible a la concentracié de Ca®* extracel lular que I’acumulaci6 de [PH]CDP-DAG, pel
Glu aquest efecte és similar en ambdods casos. Per altra banda, ’ET-1 indueix una
acumulaci6 de *H-InsPs menys sensible a la concentracié de Ca®* extracel-lular que el
Cch i Glu, i la molt petita acumulacié d’[’H]CDP-DAG que indueix en un tamp6 Krebs a
1,3 mM de Ca®* es veu reduida a nivells basals quan aquest Ca®* é&s substituit per un
tamp6 Krebs sense Ca** afegit, fet que afecta per igual les acumulacions de [BH]CDP-
DAG estimulades pels altres dos agonistes. Aquestes dades suggereixen que la
dependéncia del Ca®* extracel-lular és similar en el cas de les acumulacions de [PH]CDP-
DAG, perd diferent en el cas de les acumulacions d’ *H-InsPs, essent 1’estimulacié
muscarinica la més sensible a I’omissié del Ca**.

Aquests resultats es contrasten amb el que passa en l'escorga cerebral on les
acumulacions d”H-InsPs i [PH]CDP-DAG induides pel Cch es veuen igualment afectades
per la concentracié de Ca?* extracel'lular mentre que els mGluRs presenten una major
sensibilitat al Ca®*" extracellular per les acumulacions d’’H-InsPs que per les de
[’H]CDP-DAG.

Per altra banda, es pot anul'lar totalment el Ca®* lliure del medi extracel-lular si
s'addiciona EGTA 0,5 mM. En aquest cas, en neurones granulars de cerebel, I'acumulacid
d*H-InsPs es redueix totalment tan en condicions basals com estimulades (1,2 + 0,1 pel
basal; 1,3 + 0,1 pel Cch; 1,6 + 0,3 per I'ET-1; 1 1,2 pel Glu), fet que indica que el Ca®
extracel-lular és necessari per l'activacio de la PLC per agonistes perd també per a l'activitat

basal d'aquest enzim.
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InsPs [*H]CDP-DAG
(% reduccid) (% reduccid)
Cch 81,5+9,5 51,9+22
Glu 61,2 +8,8 51,0£5,1
ET-1 57,9+0,6 *

Taula 1.4. Reduccié de les acumulacions de *H-InsPs i [’H]CDP-DAG per omissi6
del Ca® extracellular en neurones granulars de cerebel estimulades. Les
acumulacions de de *H-InsPs i [’HJCDP-DAG induides per Cch, Glu i ET-1 es veuen
reduides quan la concentracié de Ca®* extracel-lular disminueix. A la taula es presenten
els percentatges d’aquesta reduccid calculats a partir de les estimulacions trobades en
preséncia de 1,3 mM de Ca®. Els resultas sén mitges + S.E.M. de 3 experiments realitzats
per triplicat. *Les acumulacions d’[’H]JCDP-DAG induides per I’ET-1 a concentracions
baixes de Ca®" sén nul-les, essent els valors trobats iguals als basals.

1.5.2. Acumulacié dels diferents isdmers dels *H-InsPs

L’Ins1,4,5P; pot ser metabolitzat a Ins1,4P; i posteriorment a Ins4P o bé fosforilat a
Ins1,3,4,5P,, el qual donard lloc finalment als isdmers InslP i Ins3P. La relacié
Log((Ins1,4P,+Ins4P)/Ins1P) permet determinar si 1’activacié de la PLC per diferents
agonistes implica un perfil d’acumulacié d’InsPs diferent i saber quina és la via majoritaria
de metabolisme de ’Ins1,4,5P; (fosforilacié o desfosforialcid), tant en condicions basals
com en condicions d’estimulacié. Aixi, un valor del logaritme positiu indica que el
metabolisme majoritari és el de desfosforilacié de I’Ins1,4,5P;, mentre que un valor negatiu
indica una preferéncia per la via de la fosforilacio.

Hem determinat per HPLC I’acumulacié dels diferents *H-InsPs individuals en
monocapes de neurones granulars de cerebel després de ser estimulades durant 30 minuts
amb diferents agonistes. En aquesta metodologia, I'*H]InsP i '[PH]Ins3P apareixen com

a un sol pic, al que generalment s’anomena Ins1P, ja que sén dos formes enantiomeériques
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que només es poden separar amb columnes quirals.

A la taula 1.5. presentem l'acumualci6 de DI[PH]InslP i la de
l’[3H]Ins4P+[3H]Insl,4P2 en condicions basals i en preséncia de diferents agonistes. Altres
isomers han estat detectats perd en quantitats molt petites i per aix0 no els hem tingut en
compte. Es pot observar que en aquestes cel-lules, en condicions basals, els nivells
d’[*H]Ins1P son superiors als d’[*H]Ins4P i [*H]Ins1,4P;, perd després de I’activacié de
receptors acoblats a la PLC aquestes proporcions varien. Aixi, en linies generals, a
I’estimular-se la PLC, els nivells de [*H]Ins1P augmenten poc, no arribant a triplicar-se,
mentre que els nivells de [3H]Ins4P i [3H]Insl,4P augmenten, més o menys de manera
proporcional a la magnitud de la resposta global (total dels *H-InsPs). En aquest sentit,
també s’observa que la major acumulacié d'[°H]Ins4P i [*H]Ins1,4P; que d’[*H]InslP
depen del temps d'estimulacié, a 1’igual que la magnitud de la resposta global. Aixi si
l'estimulacio amb Cch és de deu minuts el log((Ins4P+Ins1,4P,)/Ins1P) és de +0,25, valor
inferior a +0,64 corresponent a trenta minuts.

Variacions en les proporcions dels derivats de I’[’H]Ins1,4,5P; depenents del tipus
d’agonista ja havien estat observades en miniprismes d’escorga cerebral de rata (Sarri et al.,
1996), encara que de manera totalment diferent a les obtingudes en cultius primaris de
neurones granulars de cerebel (taula 1.5.). Aixi, en escor¢a cerebral, 1’acumulaci6
&’[H]Ins1P i *H]Ins4P+[*H]Ins1,4P; en condicions basals és equilibrada, el Cch i la 5-HT
dirigeixen el metabolisme principalment vers la formacié [*H]Ins1P i la NA, HA, ET-1 i el
t-ACPD vers I’acumulacié d’[*H]Ins4P i [3H]Insl,4P2. Per contra, en cultius de neurones
granulars, ’activacié de la PLC pel Cch i el Glu implica una major acumulacié
d’[3H]Ins4P i [*H]Ins1,4P, que d’[*H]Ins1P, invertint-se les condicions basals, i la resta
d’agonistes, els quals no provoquen una robusta activaci6 de la PLC, tenen un index de la
relaci6 dels [’H]InsPs negatiu ja que no sén capagos d’augmentar tan els nivells
d’[3H]Ins4P+[3H]Insl,4P2. Sembla, per tant, que en neurones granulars el grau de
potenciacié de la via.de desfosforilacié de 1’Insl,4,5P; vers la de fosforilacié esta
correlacionada amb la magnitud de la resposta originada, fet que no s’ha observat en
miniprismes d’escor¢a cerebral. En altres paraules, la magnitud de la resposta mesurada
com a acumulacié d’’H-InsPs globals, és principalment aportada pels intermediaris de la

ruta de desfosforilacié de 1’[3H]Insl,4,5P3.
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Miniprismes
Ins1P Ins4P+Ins1,4P; Ratio** d’escorga cerebral
Ratio**

B 7,1+ 1,7 4,7 +04 -0,36 +0,04 ~0,00
Cch 13,8 +2,7 58,0 +4,5 +0,64 + 0,04 -0,21 +0,03
S-HT 14,5+ 0,0 4,6 £0,0 -0,46 +0,01 -0,13 +0,06
NA 7,4+2,0 51 %05 -0,16 +0,01 +0,35 +0,02
ET-1 12,8 +0,0 11,0 +0,3 -0,02 +0,00 +0,20 +0,03
t-ACPD 13,3+0,7 74 +1,1 -0,36 +0,11 +0,36 +0,01
Glu 19,1 +0,0 24,3 +0,0 +0,08 +0,02 ND

Taula 1.5. Perfil dels diferents *H-InsPs individuals acumulats en cél-lules granulars
de cerebel estimulades. Hem determinat ’acumulacié dels diferents InsPs separats per
HPLC. Els resultats s’expressen com a 3H-InsPs x 100/CH-InsPs + >H-lipids) i s6n mitges
amb la seva S.EM. de 3 experiments fets per triplicat.**Ratio = log
((Ins4P+Ins1,4P,)/Ins1P). ND = no determinat.

En ’apartat anterior hem observat com 1’acumulacié dels InsPs globals és depenent
de la concentracié de Ca®" extracel'lular, tot i que el grau d’aquest efecte depén de
’agonista que indueix 1’estimulacié de la PLC. Si es considera que alguns dels enzims del
metabolisme de 1'Ins1,4,5P; son regultats pel Ca** i que I’acumulacié d’InsPs globals és
un reflexe de ’acumulacid de la suma de les acumulacions de I’Ins4P i Ins1,4P;, hem
trobat interessant estudiar com el Ca® influeix en aquest metabolisme sota les diferents
condicions d’estimulaci6 de la PLC.

Tal i com es pot apreciar a la figura 1.3., en abséncia de Ca*, la 5-HT és 1"tinic
agonista amb capacitat d’induir una acumulacié de I’[’H]Ins1P per sobre dels nivells
basals. En canvi, el Cch i Glu també presenten acumulacions d’Ins4P+Ins1,4P; en aquestes
condicions. Amb tot, perd, els valors enregistrats sén molt menors als que es troben en
preséncia de Ca®*, aixi els receptors de 5-HT presenten una disminucié en les

acumulacions d’[*H]Ins1P i Ins4P+Ins1,4P, del 35137 % respectivament, i el Cch i el Glu
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veuen disminuides les seves acumulacions de d’Insd4P+Insl, 4P, el 85 1 73%
respectivament. Aquests dos ultims valors presenten una gran coincidéncia amb els
percentatges de reduccié de les acumulacions d’InsPs globals induides pel Cch i Glu en
abséncia de Ca’* extracel-lular, respectivament, i presentades anteriorment a la taula 1.4.
Per tant, altra vegada, es comprova com la magnitud de I’estimulacié de la PLC es

correlaciona amb una preponderancia de la via de fosforil-lacié de I’Ins1,4,5P; generat.
1.5.3. Modulacié de I’activacié de la PLC per inhibidors de I'entrada de Ca**

Els resultats descrits fins ara constaten com el Ca® extracel-lular a més de ser
necessari a ’activitat PLC, també modula el funcionament d’aquest sistema de transduccid
de manera dependent de receptor i teixit.

Considerant que el Ca®* extracel-lular pot modular Pactivitat PLC induida per un
agonista, directament a través d’un influx de Ca®* simultani a aquesta o bé indirectament,
influenciant la concentracié de Ca® citoplasmatica i els nivells de Ca?* dels reservoris
intracel-lulars en estat de repds, hem continuat I’estudi de la influéncia del Ca®
extracel-lular en Dactivitat PLC mesurant Pacumulacié d’’H-InsPs en preséncia
d’inhibidors de I’entrada de Ca®".

Aixi, s’ha utilitzat el catié inorganic Ni** a ImM per a inhibir inespecificament
I’entrada de Ca®' (Tareilus and Breer, 1995; Miljanich and Ramachandran, 1995), les
dihidropiridines, nimodipina i nifedipina a una concentracié de 1 uM com a inhibidors
especifics dels canals dependents de voltatge de tipus L (Nowycky et al., 1985) i la toxina
o-Conotoxina GVIA (0-CTx) a 0,1uM per bloquejar els canals dependents de votatge de
tipus N (Olivera et al., 1985).

Els resultats (taula 1.6.) indiquen com cap d’aquests compostos inhibeixen
’activacié de la PLC per Cch, Glu o ET-1, en excepcié de la nimodipina que produeix una
lleugera perd significativa disminucié de I’acumulacié d’*H-InsPs per ET-1. Sembla, per
tant, que I’efecte del Ca®* sobre la PLC en les diferents condicions esta més relacionat en
la seva indirecta modulacié de I’estat cel-lular anterior a 1’activacié del receptor que no per
un influx de Ca®* que aquest pugui induir. Per altra banda, no cal descartar que el Ca®*
extracel-lular pugui modular directament els receptors mGluRs tal i com s’ha observat en

alguns sistemes cel-lulars (Saunders et al., 1998; Kubo et al., 1998).
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Figura 1.3. Influéncia del Ca®" extracel'lular en 'acumulacié de l'[ H]Ins1P i de la
suma de I'’H]Ins4P i [*H]Ins1,4P, L'acumulacié dels *HinsPs individuals ha estat
analitzada en preséncia (barres negres) i abséncia (barres blanques) de 1,3 mM de Ca*
extracel'lular. A: Representacié6 de I'acumulaci6 d[H]Ins1P. B: Acumulaci6
d'*H]Ins4P+{°H]Ins1,4P,. Els resultats shan calculat com la mitja amb una S.E.M. dels
(PH]Ins1Px100)/CH-InsPs+*H-lipids) o ([*H]Ins4P+[’H]Ins1,4P2)x100 /(*H-InsPs+’H-
lipids) de 3 experiments fets per triplicat.
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2+

control Ni Nimodipina Nifedipina ®-CTx
B 45+05(08) 45+03 3) 54+04 (3) 46+0,7 (3) 6,1+0,10)
Cch 64,7+2,0(6) 573+12 (3) 632+38 (3) 62,1+4,53) 656+2,4(03)
Glu 36,9+1,0(5) 473+£3,7 (4 356+5,1 (3) 34,6+33(3) 365+1,2(3)
ET-1 132+12(@8) 99+1,1 (5 10,0+0,9*(6) 11,2+1,7(3) 12,4+0,7(3)

Taula 1.6. Efecte dels inhibidors de canals de Ca®* sobre ’acumulacié d’*H-InsPs
estimulada per agonistes. Els cultius primaris de neurones granulars s’han preincubat
quinze minuts amb tampé KH 1,3 mM de Ca®* en abséncia (control) o preséncia de Ni**
(1mM), nimodipina (1 pM), nifedipina (1pM) o w-conotoxina (0,1 uM) i posteriorment
trenta minuts amb diferents agonistes: Cch (ImM), ET- (0,1uM), t-ACPD (1mM) o Glu (1
mM). Els resultats sén mitges £ S.E.M. de triplicats de diferents experiments (el num. dels
quals s’indica entre paréntesis) i expresats com a *H-InsPs x 100/CH-InsPs + *H-lipids). B
= abséncia d'agonistes. *Significativament diferent de I’estimulacié amb ET-1 sense
inhibidor (p<0,05).

1.6. Activacio de la PLC per agonistes en membranes de neurones granulars

de cerebel

Les preparacions membranals només tenen els components del sistema de
transduccié del senyal associats a la membrana plasmatica, i aix0 els converteix en
sistemes senzills molt utils per estudiar mecanismes de senyalitzacié cel-lular. En el nostre
cas, aquestes preparacions tenen els receptors dels neurotransmissors, les proteines G
trimériques i les isoformes de la PLC associades a membrana, per tant, la capacitat d’un
agonista d’estimular la PLC en membranes implica que la senyal es genera per acoplament
directe entre aquests tres elements sense que sigui necessari cap altre factor. Aixi,
’abséncia o gran disminucié de I’estimulacié en comparacié en cél-lules senceres, significa
que manca algun element necessari per la transduccié del senyal i que segurament és de

naturalesa citoplasmatica.
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Tal i com hem comentat anteriorment, treballs previs del nostre grup havien mostrat
com no tots els agonistes que activen la PLC en miniprismes d'escorga cerebral ho fan
també en preparacions de membrana i que per tant, en alguns casos, l'activacié no depén de
I'acoblament directe receptor-proteina G-PLC, sind de mecanismes indirectes, com ara
l'entrada de C_a2+. Aquests estudis, a més, trobaven una correlacié entre les caracteristiques
de la PLC analitzades anteriorment (relacié CDP-DAG/InsPs i via preferencial del
metabolisme de 1’Ins1,4,5P;) i els seus mecanismes d’activacié deduits a partir d’estudis
fets en preparacions membranals.

Per aquest motiu, hem analitzat, en membranes de cultius primaris de neurones
granulars de cerebel, I’activacié de la PLC per nucleotids de guanina i agonistes que en
cél'lules senceres presenten diferents eficacies i caracteristiques d’aquest procés. Aixi, les
preparacions membranals, obtingudes d’aquests cultius premarcats amb [*H]-inositol, han
estat incubades durant trenta minuts amb un analeg no hidrolitzable del GTP, el GTPyS, a
diferents concentracions i en abséncia o preséncia de Cch (lﬁlM), Glu (ImM) o ET-1 (0,1
uM). Aquests assatjos s’han fet sempre a una concentracié de Ca** de 100 nM, per
mimititzar les condicions del citosol cel-lular.

En aquests tipus de preparacions la permeabilitzacié parcial de les vesicules de
membrana €s un factor important ja que permet que el GTPYS 1 els agonistes tinguin un
millor accés al seu lloc d’unid, els quals estan localitzats en llocs oposats de la membrana.
Treballs previs del nostre grup mostren que, en membranes d’escorga cerebral de rata,
aquestes condicions Optimes s’aconsegueixen addicionant desoxicolat (DOC) a una
concentracié de 1mM, la qual és inferior a la concentracié miscel-lar critica (Claro et al.,
1989b). Per tant, primerament, hem comprovat si la concentracié de DOC idonia per
experiments en membranes de neurones granulars és també 1mM. Tal i com es pot veure a
la figura 1.4., el DOC 1 mM augmenta de manera maxima ’efecte del GTPYS, sol i amb
Cch, perd no efecta I’activitat PLC a nivell basal, d’aqui que hagim emprat aquest
detergent a aquesta concentraci6 en les nostres assatjos.

El GTPyS estimula la PLC a membranes de manera depenent de concentracié i aquesta
activacid és augmentada per la preséncia de qualsevol dels agonistes estudiats, tal i com
mostrem a la figura 1.5. pel Cch. Aquest efecte es manifesta en un increment, significatiu

de l'efecte maxim, mentre que no es modifica 'ECsg ni el coeficient de Hill.
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Figura 1.4. Efecte del desoxicolat en P’estimulacié de la PLC per GTPyS i Cch en
membranes de neurones granulars de cerebel. Les membranes s’han obtingut de cultius
primaris de granulars premarcats amb *H-inositol, tal i com es descriu en els métodes.
L’assaig s’ha fet amb un tampd Tris/maleat pH 6.8 en abséncia (o) o preséncia de 1 M
GTPyS sol (®) o amb Cch ImM (4#). Els resultats sén mitja + S.E. de triplicats d'un
experiment representatiu. Els *H-InsPs s’expresen com a ~H-InsPs x 100/(*H-InsPs + ’H-
lipids).
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Fixant la concentracié de GTPyS a 1 uM, a la figura 1.6. presentem les diferents
estimulacions dels agonistes estudiats en preparacions de membrana i les comparem amb
les estimulacions que es deriven d’altes concentracions de Ca®" i amb les seves respectives
estimulacions a cél-lules senceres. Les dades sén clares, concentracions altes de Ca?”, els
receptors m3, els mGluRs i els receptors de 1’endotelina poden estimular la PLC en
membranes de CGC, i ho fan de manera molt similar, mentre que en cél-lules senceres el
Cch presenta una eficacia d’estimulacié molt superior a la del Glu i sobretot 'ET-1. Per
tant, es dedueix que si bé tots els esmentats receptors estan acoblats a proteines G, en
l'accié del Cch, a més hi ha mecanismes addicionals que incrementen la resposta i que no
sén actius en les preparacions de membranes.

Per altra banda, s’observa que aquests resultats difereixen dels obtinguts en
membranes d’escorga cerebral on només el Cch i la 5-HT, perd no la NA, HA, ET-11i t-
ACPD, sén capagos d’estimular I’enzim d’una manera sinérgica a ’efecte del GTPyS
(Sarri et al., 1996), tot i que en membranes d’escorga cerebral, concentracions de l'ordre de
pM de Ca®* també estimulen la PLC en abséncia de nucledtids de guanina i agonistes
(Claro et al., 1989b). Es fa evident, per tant, que entre aquests dos sistemes no només
existeixen diferéncies en les acumulacions de CDP-DAG, InsPs i en el metabolisme de
I’Ins1,4,5P;, perd també en els mecanismes pels quals un mateix receptor activa la PLC,

. . . . +
malgrat que tots dos sistemes expressen isoenzims sensibles al Ca®*,

1.7. Activacié de la PLC per agonistes en homogenats de neurones granulars de

cerebel

Finalment, i com a un segiient pas en aquests estudis de caracteritzacié de la PLC
per diferents receptors acoblats a proteines G, hem explorat ’acumulacié d”*H-InsPs en un
sistema biologic de complexitat intermitja entre les preparacions membranals i les
monocapes de cél-lules senceres.

Aixi, hem analitzat I’activitat PLC en homogenats de neurones granulars de cerebel
a les mateixes condicions que les utilitzades per les membranes, fixant també la
concentracié de Ca®* a 100 nM i incubant-los durant trenta minuts en preséncia

d’agonistes dels receptors m3, mGluRs i receptors d’endotelina.
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log[GTPy]
B
Basal Emax ECs, (uM) ny
GTPyS 3,7+0,2 142+ 0,4 1,85 +0,78 0,57 £ 0,06
GTPyS + 1mM Cch 3,5+0,2 16,6 + 0,8* 0,91 + 0,31 0,51 £ 0,02

Figura 1.5. Activaci6 de la PLC per GTPyS i Cch en membranes de neurones
granulars de cerebel. A: Els assajos de la PLC en membranes de granulars s’han fet tal i
com es descriu als métodes. Breument, les membranes marcades han estat incubades amb
tamp6 que conté 100 nM Ca®* i 10 mM Li*, i en preséncia de: ® GTPyS sol o amb M Cch
ImM. Els resultats son mitges de tres experiments realitzats per triplicat. B: Les corbes
indviduals corresponents a I’apartat A s'han ajustat a una equacid de Hill per regressié no
lineal i els parametres obtinguts es representen com a mitges + S.E.M. Els *H-InsPs s’han
mesurat com a *H-InsPs x 100/CH-InsPs + *H-lipids).
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Figura 1.6. Activacié de la PLC per GTPYS, agonistes i Ca’* en membranes de
neurones granulars de cerebel. Les preparacions membranals han estat obtingudes a
partir de cultius de neurones granulars premarcats amb [*H]Inositol, seguint el protocol
descrit als métodes, i posteriorment s’han estimulat alternativament amb GTPyS 1 uM sol
o amb Cch ImM, ET-1 0,1 uM o Glu ImM o bé amb Ca*" 1 uM o 10 uM. * valors
significativament diferents de I’efecte maxim del GTPyS sol amb un nivell de significaci6
de p<0,05.

Els resultats obtinguts, presentats a la taula 1.7., mostren clarament com els
agonistes per ells mateixos tenen molt poca habilitat d’activar la PLC, i que en preséncia de
GTPyS 1uM la resposta mesurada és similar a la que es detecta en membranes en les
mateixes condicions. Per tant, es dedueix que la sola preséncia d’algun factor citosolic no
és suficient per a justificar la gran acumulacié d’*H-InsPs en resposta al Glu i sobretot al
Cch a les céllules senceres, i que el mecanisme d’activacié d’aquestes respostes és

complex.
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Per altra banda, es verifica que les neurones granulars expressen isoenzims de la
PLC sensibles al Ca** ja que concentracions elevades d’aquest i6 poden estimular també
la PLC en homogenats (taula 1.7.). Les petites diferéncies entre aquestes estimulacions i les
que es presenten en preparacions membranals podrien explicar-se pel fet de que en

homogenats poden estimular-se isoenzims de la PLC citoplasmatics, no presents en les

membranes.

InsPs
B (5) 7,9+ 0,9
Cch (5) 9,1 + 1,0
ET-1(3) 8,3+1,7
t-ACPD (3) 99+1,5
GTPyS 1uM (5) 12,7 +0,9*
GTPyS 1pM + Cch 1mM (5) 14,7 + 0,9%*/***
GTPyS 1uM + ET-1 0,1mM (3) 13,0 + 0,5%**
GTPyS 1uM + t-ACPD 1mM (3) 14,1 +0,7***
Ca* 1 uM (3) 26,5 +3,4*
Ca* 10 uM (3) 37,2 +0,0*

Taula 1.7. Acumulacié d’*H-InsPs per GTPyS i agonistes en homogenats de neurones
granulars de cerebel. Els cultius primaris de neurones granulars premarcats amb >H-
inositol s’han homogenitzat i incubat trenta minuts en preséncia de CaCl, 100 nM i en
abséncia o presencia de GTPyS 1puM, agonistes: Cch (ImM), ET-1 (0,1 uM) i t-ACPD (1
mM) o Ca®** (1 0 10 pM) . L’acumulaci6 d’*H-InsPs s’expresa com a ’H-InsPs x 100/(3H-
InsPs + *H-lipids). Els valors exposats sén mitges + S.E.M. de diferents experiments
individuals fets per triplicat (el num. dels quals s’indica entre paréntesis).
*Significativament diferent del basal (p<0,05). **Significativament diferent de
Pestimulacié per GTPyS (p<0,05). ***Significativament diferent de ’estimulacié per
Pagonista sol (p<0,05).
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1.8. Influéncia del glutamat en I’estimulacio de la PLC per Cch

Els cultius primaris de neurones granulars de rata sén rics en neurones, la majoria
de les quals sén glutamatérgiques (Gallo et al., 1982). L’alliberacié de Glu és minima en
cultius primaris de granulars on la concentraci6 de potassi és 25 mM, perd si que augmenta
a I’incrementar la concentraci6 de potassi i Ca®* del medi de cultiu. Nosaltres, a ’igual
que altres grups, hem vist com el Glu indueix una elevada acumulacié d’InsPs en
monocapes de granulars de cerebel, i per aixd ens hem plantejat si en I’elevada estimulacio
de la PLC pel Cch es produeix un alliberament de Glu que pugui activar els receptors
ionotrdpics o metabotrdpics del Glu potenciant la resposta del Cch.

Per estudiar aquesta possible contribucié del Glu hem preincubat durant vint minuts
les monocapes de neurones granulars amb CNQX (30 uM), inhibidor dels receptors AMPA
del Glu, AP-5 (50 uM), antagonista dels receptors NMDA, i AP-3 (1ImM), antagonista dels
receptors metabotropics del Glu. Posteriorment, hem estimulat els cultius amb Cch (ImM)
en preséncia de liti (10 mM) durant trenta minuts i s’ha mesurat I’acumulacié d’*H-InsPs.

Els resultats, presentats a la taula 1.8., mostren clarament com la inhibici6 dels
receptors de Glu no modifica I’activitat de la PLC basal ni I’induida pel Cch, de manera
que es pot afirmar, que en aquestes condicions el Glu alliberat és insuficient per activar la
PLC, i que per tant, ’acumulacié d’*H-InsPs mesurada pel Cch correspon exclusivament

als receptors muscarinics de I’acetilcolina, i no a un mecanisme d’activacié miltiple de

receptors.
preincubant amb
condicions normals AP-3 + AP-5 + CNQX
Basal 5,4+0,5 5,1+0,8
Cch 55,0+7,1 56,8 +7,6

Taula 1.8. Efecte dels antagonistes dels receptors de Glu en ’acumulacié d’InsPs
induida per Cch. Els cultius de neurones granulars es preincuben, durant 15 minuts, amb
tampé Krebs-Henseleit en presencia d’antagonistes dels receptors de Glu : CNQX (30uM),
AP-5 (50uM) i AP-3 (1 mM). Posteriorment s’addiciona Cch (ImM) i LiCl (10 mM).. Els
resultats s’expresen com a mitges £ S.E.M. de 3 expreriments realitzats per triplicat. Els
*H-InsPs es mesuren com a H-InsPs x 100/CH-InsPs + 3H-lipids) .
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1.3. Resum i conclusions parcials

Hem determinat les caracteristiques de l'activacié per diferents neurotransmissors
de la fosfolipasa C de fosfoinositids (PLC) en cultius primaris de neurones granulars de
cerebel de rata i s'han comparat amb les dades obtingudes anteriorment en miniprismes
d'escorga cerebral. Els resultats mostren que la relacié de les acumulacions de [°’H]CDP-
DAG i 3H-InsPs, conseqiiencies de l'activacié de la PLC, és una caracteristica més
depenent del tipus de receptor que de la preparacié bioldgica, ja que en ambdds
preparacions biologiques el Cch i la 5-HT indueixen acumulacions equilibrades dels *H-
InsPs i PHJCDP-DAG, mentre que la resta d’agonistes presenten acumulacions superiors
pels primers. Altrament, el patrd de formacié dels diferents isomers dels *H-InsPs -
indicatiu de la via majoritaria del metabolisme de I'°H]Ins1,4,5P;- és més funcié del teixit
on té lloc la resposta, almenys nosaltres no hem pogut trobat cap correlacié entre
I’estimulacié d’un mateix agonista als dos teixits. En CGC, en condicions basals les
acumulacions d’[*H]Ins1P, producte del metabolisme per fosforil-lacié inicial de
I’Ins1,4,5P;, s6n superiors a la suma de les acumulacions de [3H]Ins4P i [3H]Insl,4P2, del
metabolisme de I’ Ins1,4,5P; iniciat per desfosforil-lacid, perd ’estimulacié de la PLC es
tradueix en una potenciacié d’aquesta dltima ruta metabolica. Aixi existeix una bona
correlacié entre les acumulacions [3H]Ins4P+[3H]Insl,4P2 i Peficacia d’estimulacié de la
PLC associada a cada agonista.

Per altra banda, la modulacié de la resposta per part del Ca* és diferent en tots els
agonistes 1 per cada un d'ells varia segons la preparacié de teixit emprada. En CGC, la
participaci6 del Ca®* extracel-lular en ’activacié de la PLC per Cch, Glu, i possiblement
’ET-1, sembla produir-se a través d’un mecanisme diferent a la induccié per part del
receptor d’un influx de Ca*.

Aquesta diversitat en les caracteristiques d’activacié de la PLC suggereix la
implicacié de més d’un mecanisme d’estimulaci6. Aixi, el fet que I’activaci6 de la PLC per
proteines G en membranes i homogenats, perd no en cél-lules senceres, sigui similar pel
Cch, Glu i ET-1 indica que pels dos primers receptors, i en especial pels receptors
muscarinics, hi ha d’haver un mecanisme addicional que expliqui la gran magnitud de la
seva resposta en cél-lules senceres. Finalment, dir que el Glu endogen no contribueix en

Pactivacié de la PLC per Cch.
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2. Activacié de la PLC i mobilitzacié de Ca** pels receptors
muscarinics de 'actetilcolina. Paper modulador dels reservoris

intracel-lulars de Ca*

2.1. Introduccio

En cultius de neurones granulars, I’activacié de la PLC i el senyal de Ca®* induits
pel Cch o qualsevol agonista dels receptors muscarinics de 1’acetilconlina és mitjangada pel
receptor m3 (Whitham et al.,, 1991). En DP’apartat anterior hem presentat dades que
demostren com aquests receptors activen la PLC per acoblament directe a proteines G, perd
que alhora suggereixen la participacié d’algun factor addicional responsable de la gran
magnitud d’aquesta resposta i possiblement de les seves caracteristiques. Aquest element
regulatori sembla caracteristic de I’estat cel-lular intacte, ja que no esta present en
preparacions membranals ni en homogenats de neurones granulars, i podria estar relacionat
amb I’homeostasi del Ca®* intracel-lular. Aixi les nostres dades mostren com I’activacié
de la PLC pel Cch és regulada indirectament pel Ca®* extracel-lular, mostrant les
acumulacions d’InsPs gran sensibilitat a incubacions llargues de les cél-lules en abséncia de
Ca,

Aquestes interessants dades obtingudes en neurones granulars de cerebel, apunten a
un mecanisme d’activaci6é de la PLC pels receptors m3 complexe i diferent als fins ara
descrits en sistemes neuronals, els quals només contemplen regulacions per increments de
la concentracié de Ca®" citosdlic deguts a entrada de Ca?* extracel-lular ofi a
mobilitzacions de Ca?". intracel-lulars. Es per aixd que en aquest treball ens hem proposat
analitzar quin €s aquest mecanisme de transduccié del senyal induit pels receptors m3. Per
tal proposit, hem estudiat els canvis en la concentracié de Ca®" citosolic ([Ca**].) induida
pel Cch, hem estimat la concentracié de Ca®* dels reservoris intracel-lulars a diferents

condicions i hem determinat I’activacié de la PLC per Cch després de manipular les
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concentracions intracellulars de  Ca** amb diferents compostos i aproximacions
metodologiques. A més a més, hem utilitzat com a sistema comparatiu ’activacié de la

PLC deguda a influxos de Ca?" induits per despolaritzacié amb altes concentracions de

K+

2.2. Determinacio de I’activacio inicial de la PLC

Per un acurat estudi dels mecanismes d’activacié de la PLC és imprecindible tenir
un reflexe de ’activaci6 inicial d’aquest sistema de transduccié de senyals intracel-lulars
per aixi evitar mecanismes de regulacié posteriors com ara la desensibilitzacié de la
resposta. I en aquest sentit, les mesures d’activitat PLC com a acumulacions d’InsPs o
[PHICDP-DAG durant llargs periodes de temps no sén indexs valids.

L’alternativa més generalitzada entre aquests tipus d’estudis, és la determinaci6 de
la quantitat d’Ins1,4,5P; generat pocs segons després de I’estimulacié de la PLC. Ara bé, en
cultius de neurones granulars, I’estimulacié muscarinica de la PLC resulta en un estat
transitori d’augmentats nivells d’Ins1,4,5P; que presenta un pic, d’aproximadament dues
vegades el nivell basal, als 10 s de ’aplicacio de 1’agonista i que disminueix fins a nivells
basals abans de 5 min (300 segons), tal i com es pot veure a la figura 2.1., i ha estat descrit
anteriorment per altres autors (Whitham et al., 1991; Simpson et al., 1994; del Rio et al.
1998). Es dedueix, per tant, que si bé per molts sistemes biologics els nivells d’ Ins1,4,5P;
'son facilment quantificables irepresenten una bona mesura de estimulacié inicial de la PLC
(Wojcikiewicz et al., 1994a), en cultius primaris de neurones granulars els nivells baixos
d’Ins1,4,5P;, propiciats per un rapid metabolisme d’aquest, impossibiliten determinar
canvis d’activitat PLC sota condicions que la modulen sibtilment.

Davant aquestes dificultats metodologiques, vam adoptar una nova aproximacid
experimental que fos valida pel nostre sistema, la mesura de I’acumulacié dels ’H-InsPs
després d’una estimulacié amb agonista d’ 1 min i en preséncia de LiCl 10 mM, addicionat
al mateix temps que ’agonista. A la figura 2.2. s’observa com la capacitat amplificadora de
la senyal per part del LiCl permet estimulacions del Cch d’una magnitud facilment
quantificables. Exposicions de les neurones granulars a LiCl inferiors a 5 min no alteren els

reservoris de PtdInsPs ni els d’inositol, tal i com varen desmostrar.del Rio et al. (1998).
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Figura 2.1. Nivells d’Ins1,4,5P; al llarg del temps. Els cultius primaris de neurones
granulars han estat estimulats per diferents temps amb Cch 1 mM o tampé Krebs-Henseleit
(basal) i I’extracte cel-lular obtingut s’ha sotmés a un assaig d’unié de radiolligand tal i
com es descriu als metodes. Els resultats s’expressen com a pmols d’Ins1,4,5P3/ mg i sén
mitges = S.E.M. de 3 experiments fets per triplicat.
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Figura 2.2. Acumulacions d’’H-InsPs induides pel Cch en preséncia i abséncia de
LiCl. Els cultius de neurones granulars han estat marcats amb [*H}Inositol durant 24 hores,
després de les quals s ha substituit el medi de cultiu per un tampé Krebs-Henseleit i s’han
estimulat durant 1 min amb Cch 1mM en abséncia o preséncia de LiCl. En aquest altim
cas, el LiCl s’ha addicionat al mateix temps que 1’agonista. Els resultats s’expressen com a
*H-InsPs x 100/(*H-InsPs + 3H-lipids) i sén mitges = S.E.M. de 3 diferents experiments
fets per triplicat.
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2.3. Efectes de canvis en la concentraciéo extracel-lular de Ca®* en

Pestimulacio de la PLC per Cch

Per caracteritzar la dependéncia al Ca®* extracel-lular de I’estimulacié de la PLC
per Cch, hem determinat, com a primer pas, 1’efecte de canvis en la concentracié del Ca®*
extracel-lular al llarg a diferents temps previs a aquesta estimulacio.

La metodologia que hem utilitzat consisteix en incubar les cellules 30 minuts a
37°C amb tamp6 Krebs-Henseleit (KH) 1,3 mM de Ca®, substituir-lo per un tampdé KH
sense Ca®* afegit i, després de diferents intervals de temps, estimular les cél-lules amb
Cch 1mM i LiCl 10mM durant 1 min, també en abséncia de Ca**. Com s’observa a la
figura 2.3.A., la magnitud de I’estimulacié muscarinica de la PLC disminueix en abséncia
de Ca®". D’acord amb aixd, si les cél-lules es mantenen 30 min sense Ca®" i ’estimulaci6
també es fa en abséncia d’aquest i6, la resposta induida pel Cch es veu marcadament
reduida (reduccié del 88,0 £ 5,0 %, n = 3). Ara bé, si després de 30 min sense Ca® es
substitueix el tampé KH per un tamp6 igual perd 1,3 mM de Ca®* i s’estimulen els cultius
durant un min després de diferents intervals de temps, es recupera progressivament
Pactivacié de la PLC pel Cch, esssent el valor trobat als 3 min no significativament
diferent del trobat en cél-lules control, €s a dir, incubades sempre amb tampé KH 1,3 mM
de Ca** (figura2.3.B.).

Cal fer esment que per tal d’evitar efectes deguts al canvi de tampd, hem estimulat
les cel'lules amb Cch com a minim 1 min després d’aquesta substitucié de tampd. Aquest
periode de 1 min d’equilibracié de les cél-lules I’hem aplicat a tots els experiments que
continuen i presenten un canvi de tampo.

Les manipulacions de la concentracié de Ca®" extracellular acabades d’exposar
resulten en petits canvis en la concentracié de Ca*" citosolica, tal i com es pot veure a la
figura 2.4. per una séla neurona granular de cerebel en cultiu premaracada amb fura-2/AM.
Els valors de les concentracions citosoliques de Ca?* sota les diferents condicions i
obtinguts a partir de 25 cél-lules/cultiu de 3 cultius diferents soén de 69,7 £ 2,1 nM després
de 30 minuts amb tamp6é KH 1,3 mM de Ca®i151,9+38, 47,0+43 1 439+40nMa
1, 3 i 10 min després de substituir aquest tamé per un altre sense Ca’' afegit,
respectivament. Per altra banda, després de 30 min sense Ca®* la concentracié citosolica
de Ca®* ésde 44,7 +3,0 nM i la substitucié d’aquest per un tampé KH amb Ca®* 1,3 mM

implica un augment a 75,3 £ 4,0 nM en menys d’un min, que es manté estable (figura 2.4.).
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Figura 2.3. Dependéncia del Ca® extracellular de Iestimulacié de la PLC per Cch.
A: els cutlius de neurones granulars han estat marcats amb [*H]Inositol i posterioment
mantinguts 30 minuts amb tampé KH 1,3 mM de Ca®*. Les céllules, posteriorment, han
estat estimulades durant 1 min amb Cch 1 mM tan en preséncia (+Ca®™) com en abséncia
de Ca™ (-Ca™). En aquest tltim cas, les cél-lules han estat mantingudes durant diferents
intervals de temps en abséncia de Ca®* abans de 1’addicié de I’agonista i el Li*. B: Els
cultius premarcats amb [*H]Inositol han estat incubats durant 30 min amb un tampd KH
sense Ca®" afegit i estimulats durant 1 min en preséncia (+Ca®") o abséncia de Ca®* (-
Ca2+). En el primer cas, les cél-lules han estat tractades amb Cch i LiCl després de ser
exposades durant diferents temps a un tampé KH amb Ca®* 1,3 mM. Els resultats
s’expressen com a “H-InsPs x 100/(*H-InsPs + *H-lipids) i sén mitges + S.EM de 3
experiments independents fets per triplicat i duts a terme sobre mostres del mateix cultiu
per ambdues condicions (A i B). *Efecte del Cch significativament diferent al que es troba
en c¢l-lules preincubades i estimulades en preséncia de Ca** 1,3mM (p<0,05).
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2.4. Efectes de canvis en al concentracié extracellular de Ca®* en
I'estimulacio de la PLC per KCI

Els resultats anteriors semblen indicar que tot i que les granulars expressin
isoenzims de la PLC sensibles al Ca’®", existeix una desavinéncia entre la concentracié de
Ca®* citosolica i la magnitud de I’estimulacié de la PLC per Cch. Per tant, hem analitzat
I’acumulacié d”’H-InsPs induida per K* 40 mM. Tal i com es pot observar a la figura 2.5.,
a diferéncia de D’activaci6 de la PLC per Cch, les respostes induides per altes
concentracions de KCI son totalment dependents de la preséncia de Ca®* extracellular
durant I’estimulacid, perd independents de la seva preséncia abans d’aquesta. Aixi,
I’estimulacié de 2.54 + 0,30 vegades el basal (n = 3) induida pel K" 40 mM en cél-lules
preincubades amb un tampd amb Ca?*, no es veu significativament reduida si aquestes han
estat preincubades sense Ca®’, mentres que 1’abséncia de Ca®* durant I’estimulacié
impedeix al K" estimular la PLC per sobre els nivells basals tan si els cultius han estat
preincubats amb o sense Ca®’. Aquests resultats, sén consistents en la idea de que altes
concentracions de K activen la PLC com a conseqiiéncia d’una elevacié de la concentracié

de Ca®* citosolica resultat d’una entrada de Ca®* induida per despolaritzacié.
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Figura 2.4. Efecte de canvis en la concentracié extracellular de Ca®* en la
concentracio citosdlica de Ca®*. Els cultius de neurones granulars han estat marcats amb
fura-2/AM durant 1 hora i posteriorment mantinguts amb tampé KH amb Ca®* 1,3 mM
durant 30 minuts a 37°C. Tot seguit el tampd KH ha estat substituit per un mateix tampé
KH pero sense Ca* (-Ca®™), el qual després de 30 min ha estat també canviat per un altre
tamp6 KH, ara amb Ca® (+Ca®). El perfil presentat correspon a una cél'lula individual
representativa de 25 cél-lules analitzades pel sistema de ‘Ca’* imaging’. Resultats similars
s’han obtingut per tres cultius independents.
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Figura 2.5. Dependéncia del Ca?* extracel-lular de Pestimulacié de la PLC per K".
Les cel'lules han estat incubades durant 30 minus amb un tampé KH amb o sense Ca® 1,3
mM i estimulades amb KCl 40 mM per 1 min també en preséncia (+Ca*") o abséncia (-
Ca*™) de Ca®" 1,3 mM. El LiCl ha estat afegit al mateix temps que el KCI i a una
concentracié final de 10 mM. Els resultats s’expressen com a *H-InsPs x 100/(*H-InsPs +
3 H-lipids) i s6n mitges + S.E.M de 3 experiments independents fets per triplicat. *Efecte
del K significativament diferent al que es troba en cél-lules preincubades i estimulades en
preséncia de Ca®* 1,3 mM (p<0,01).
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2.5. Senyals de Ca*" induits per Cch iK'

Les nostres dades sobre acumulacions d’*H-InsPs induides per exposicié de les
cél'lules a Cch durant 30 min en preséncia de diferents inhibidors de I’entrada de Ca®*
indiquen com I’estimulacié de la PLC per receptors muscarinics no indueix entrada de
Ca®". Perd per tal de demostrar més firmament aquesta hipotesi hem analitzat els canvis en
la concentracié de Ca** citoplasmatica induits pel Cch.

Els analisis per ‘Ca’* imaging’ mostren com, en neurones granulars de cerebel, els
receptors muscarinics no soén capagos d’induir cap senyal de Ca*, ja sigui per entrada de
Ca® o per alliberament de Ca®* dels reservoris intracel-lularstal (figura 2.6.A.). Cal fer
esment, perd, que en un 0,1 % dels cultius es poden observar senyals de Ca®* en una
minoria de cél-lules.

Per contra, I’exposici6 de les neurones granulars a KCl 40 mM indueix una resposta
de Ca®* bifasica consistent en un pic transitori i una fase sostinguda, que retorna als
nivells de Ca®" citosolic basals quan la concentracié de KCl és reduida a 5,9 mM, valor
normal del tamp6 KH, tal i com es pot observar a la figura 2.6.A. 1 ha estat préviament
descrit per altres autors (Connor et al., 1987; Murphy i Miller, 1989; Irving et al., 1992a;
Simpson et al.,, 1993). Es considera que aquest tractament emplena els reservoris
intracel-lulars de Ca** (Murphy i Miller, 1989; Irving et al., 1992a), i en els nostres cultius
de neurones granulars aixo permet que el Cch evoqui un petit i transitori increment de la
concentraci6 citosdlica de Ca®* (figura 2.6.A.) que és independent de la preséncia de Ca®*
extracel-lular (figura 2.6.B.). Aquests resultats confirmen dades publicades anteriorment
(Fohrman et al., 1993), i mostren com els receptors muscarinics tenen I’habilitat de
mobilitzar Ca®* intracel'lular sempre i quan les reservoris intracellulars estiguin

suficientment plens.
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Figura 2.6. Efecte del Cch en la concentracié de Ca® citosolica abans i després
d’una despolaritzacio transitoria amb KCI 40 mM. A: Els cultius de neurones granulars
han estat marcats amb fura-2/AM durant 1 hora i posteriorment estimulats amb Cch 1 mM
abans i després d’una despolaritzacié transitoria amb KCI 40 mM. El tamp6é KH contenia
Ca®* 1,3 mM en tot moment (+Ca®"). B: Les cél-lules han estat tractades igualment que en
I’apartat A perd després de la despolaritzacié transitoria amb KCl 40 mM el tamp6é KH
afegit no contenia Ca®* (-Ca™). Els registres corresponen a una unica céllula
representativa de sis cultius independents dels quals s’han analitzat 25 cél-lules/cultiu.
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2.6. Efectes de canvis en els reservoris intracel-lulars de Ca®* sobre
Pestimulacié de la PLC per Cch

Hem estudiat la relaci6 entre els reservoris intracel'lulars de Ca®* i I’estimulacié
de la PLC per receptors muscarinics, mesurant els efectes deguts a un ompliment d’aquests
organuls subcel-lulars previ a l’estimulacié de la via de transduccié de senyals
intracel-lulars esmentada.

Per aconseguir ’ompliment dels reservoris intracel-lulars de Ca®*, hem
predespolaritzat les cél-lules seguint un protocol similar al descrit en ’apartat anterior.
Aixi, hem incubat els cultius de CGC amb tampd KH 30 min, els hem despolaritzat durant
1 min amb KCl 40 mM i, després d’un rentat d’1 minut amb tampd KH, els hem estimulat
amb Cch 1 mM en preséncia de LiCl també durant 1 min. L’abséncia de LiCl durant el
tractament amb KCl 40 mM evita I’acumulacié d’°H-InsPs en aquesta fase, tal i com

mostren les segiients mitges + S.E.M de 3 experiments:

Basal 2,90 0,3 *H-InsPs x 100/CH-InsPs + *H-lipids)
KCl40 mM 3,80 £ 0,6 *H-InsPs x 100/(*H-InsPs + *H-lipids)

A la la figura 2.7. presentem la comparaci6 entre cél-lules control que han estat
només incubades amb tampd KH i cél-lules amb els reservoris intracel-lulars més plens de
Ca™, és a dir, que han estat tractades amb el protocol que acabem de descriure. S’observa
com una despolaritzaci6 de les cél-lules prévia a la seva estimulacié amb Cch implica un
augment de ’estimulacié de la PLC per aquest agonista d’aproximadament el 80 %.
Aquesta potenciaci6 és totalment indepenent de la preséncia de Ca®** durant I’estimulacié i
no té lloc quan realitzem la despolaritzacié en abséncia de Ca®*, condicions en les quals
no entra Ca®* i per tant no s’omplen els reservoris intracel-lulars. Aquests resultats
indiquen, per tant, que nivells més elevats de Ca®* en els reservoris intracel-lulars
potencien I’estimulacié de la PLC per receptors muscarinics, de manera independent de
Pentrada de Ca, i degut exclusivament a I'ompliment dels reservoris intracel-lulars de

Ca®" perd no a altres efectes de la despolaritzacio cel-lular.
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Figura 2.7. Efecte d’una preévia despolaritzacié cel'lular en ’estimulacié de la PLC
per receptors muscarinics. Els cultius de CGC han estat preincubats amb tampé KH
durant 30 min i tractats 1 min amb tampé KH amb KCl 5,9 mM (cél-lules control) o 40
mM (cel'lules predespolaritzades). Posteriorment, el tampé ha estat substituit per un tampé
KH de KCI 5,9 mM i 1 min més tard, les cél-lules han estat estimulades amb Cch 1mM i
LiCl 10 mM. Tots els passos, preincubacid, predespolaritzacié i estimulacié han estat
realitzats tan en preséncia (+Ca’") com en abséncia (-Ca?) de Ca®* 1,3 mM, tal com esta
indicat. Els resultats son mitges + S.E.M de 3 experiments independents realitzats per
triplicat i s’expressen com a °H-InsPs x 100/(H-InsPs + H-lipids). *Respostes
significativament diferents de la que es trob en les respectives cél-lules preincubades i
estimulades en preséncia de Ca®* extracelllular tan en cél-lules control com en cél-lules
predespolaritzades. **Respostes de cél-lules predespolaritzades que son significativament
diferents de la resposta de les cél'lules control preincubades i estimulades en presénica de
Ca® extracel-lular (p<0,05).
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Per altra banda, també hem analitzat la participacié dels reservoris intracel-lulars de
Ca®* en ’estimulacié muscarinica de la PLC fent una aproximacié experimental contraria
a I’acabada d’exposar, és a dir, reduint el contingut de Ca®* dels reservoris intracel-lulars.
Per tal d’aconseguir-ho, hem preincubat les cél-lules 20 min amb thapsigargina 10 pM, un
inhibidor de les SERCAs i que per tant trenca 1’equilibri de ’estat de repods cel-lular
d’entrada i sortida de Ca®" dels resreevoris; i cafeina 10 mM, un agonista dels receptors
RyR capag d’induir ’alliberament de Ca® dels reservoris que expressen aquest receptor
(Inesi i Sagara, 1994; Simpson et al., 1995; Taylor i Broad, 1998).

Els resultats obtinguts, mostren com, la reduccié del contingut en Ca?* dels
reservoris intracel-lulars no implica un canvi en 1’activitat PLC basal perd si que redueix
significativament 1’estimulacié d’aquest enzim per Cch, essent la cafeina més efectiva que
la thapsigargina (figura 2.8.). Es confirma, conseqiientment, la participaci6 dels reservoris

intracel-lulars de Ca®** en aquesta resposta.
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Figura 2.8. Efecte de la modulaci6 del contingut de Ca®*  dels reservoris
intracel'lulars en Pestimulacié de la PLC per Cch. Els cultius de CGC, premarcats
durant 24 hores amb [°H]Inositol, han estat incubats 20 min amb thapsigargina 10 uM (Tg)
o cafeina 10 mM (Caf) i posteriorment estimulats durant 1 min amb Cch ImM en
preséncia de LiCl 10 mM. En tot moment, tan en la preincubacié com en ’estimulacio, el
tampé KH contenia Ca®* 1,3 mM. Els resultats son mitges = S.E.M de 4 experiments
independents realitzats per triplicat i s’expressen com a 3H-InsPs x 100/CH-InsPs + *H-
lipids). *Respostes induides pel Cch significativament diferents a les respostes que aquest
agonista indueix sense cap pretractament (cel-lules control) (p<0,05).
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2.7. Efectes del BAPTA/AM en les respostes del Cch i K*

Seguint amb els nostres estudis mecanistics, hem analitzat el paper del Ca*
intracel-lular lliure (concentracié de Ca>* citosdlica) en ’activacié de la PLC per Cch amb
un quelant de Ca®* permeable a la membrana cel'lular, el BAPTA/AM (Tsien, 1980). A
més a més, i per tal de verificar els efectes d’aquest quelant de Ca®* en ’activacio de la
PLC induida per increments en la concentraci¢ de Ca** citoplasmatica, hem mesurat
també les acumulacions d’*H-InsPs degudes a KC1 40 mM.

Podem observar a la figura 2.9. com I’estimulacié de la PLC per KCI 40 mM és
reduida significativament si les cél-lules sén preincubades 20 o 60 min amb BAPTA/AM
30 uM i és totalment abolida si les preincubacions es fan amb BAPTA/AM 90 pM.
Tanmateix, ’estimulacié de la PLC per Cch és insensible al tractament de les cél-lules amb
aquest quelant de Ca®* i només hi ha reduccié de la resposta per incubacié amb
BAPTA/AM 90 uM durant 60 min, condicié molt extrema que podria afectar la viabilitat
cel'lular (figura 2.9.).

Per altra banda, hem volgut analitzar I’efecte d’una preincubaci6 de 20 min amb
BAPTA/AM 30 uM sobre la resposta de Ca** i I’estimulacié de la PLC induida per Cch
en cél-lules predespolaritzades.

Tal i com es veu a la figura 2.10.A. el tractament esmentat no canvia els nivells
basals de la concentracié de Ca* citosolica ja que promitjant els valors de 25 céllules de
3 experiments diferents trobem que aquesta és de 73,0 £ 9,1 nM en cél-lules pretractades
amb BAPTA/AM (la concentracié de Ca®* en condicions control és de 69,7 £ 2,1 nM).
Ara bé, si que es disminueix notablement tan el pic com la fase sostinguda de la resposta
induida per KCl 40 mM, s’alenteix el retorn a nivells basals en la concentracié de Ca**
quan posteriorment el KCI es redueix a 5,9 mM i, a més a més, s’elimina totalment la
resposta de Ca?* induida pel Cch després de la despolaritzacio cel-lular.

Per contra, la preincubacié de les céllules amb BAPTA/AM no efecta la
potenciacié de I’estimulacié de la PLC per Cch deguda a una prévia despolaritzacié (figura
2.10.B.), fet que indica que aquesta amplificacié del senyal no és deguda a I’increment en

la concentracié de Ca®" citosolica resultat de I’alliberament de Ca?* dels reservoris

intracel-lulars.
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Figura 2.9. Efecte de quelar el Ca® intracel'lular lliure amb BAPTA/AM en
I’estimulacié de la PLC per Cch i KCL. Les cél-lules han estat preincubades amb tamp6
KH amb Ca** 1,3 mM i sense (control) o amb BAPTA/AM a les concentracions i durant
els temps indicats a la figura. Posteriorment els cultius s’han estimulat durant 1 min amb
Cch 1ImM o bé amb KCl 40 mM. Els resultats sén mitges £ S.E.M de 3 experiments
diferents realitzats per triplicat i s’expressen com a *H-InsPs x 100/(*H-InsPs + 3H—lipids).

*Respostes significativament diferents a les respostes induides per les respectives cél-lules
control (p<0,05).
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Figura 2.10. Efecte del BAPTA/AM en la moblitzacié de Ca®" intracellular i en
Pactivaci6 de la PLC per Cch en céllules predespolaritzades. A: Les cel-lules
premarcades amb fura-2/AM han estat preincubades amb tampé KH amb (linia continua) o
sense (linia discontinua) BAPTA/AM 30 uM durant 20 min, tractades amb KC1 40 mM 1
min, i, després d’un rentat amb tampé KH amb KClI 5,9 mM, estimulades amb Cch 1 mM.
El perfil presentat correspon a una cél'lula individual representativa de 25 cel-lules
analitzades. Resultats similars s’han obtingut per tres cultius diferents. B: Hem seguit el
mateix protocol exposat en la figura A perd determinant ’acumulacié d’*H-InsPs. Per tant,
el LiCl a una concentraci6 final de 10 mM ha estat addicionat al mateix temps que el Cch
1 mM. Els resultats sén mitges + S.E.M de 3 experiments independents realitzats per
triplicat i s’expressen com a *H-InsPs x 100/(H-InsPs + 3 H-lipids).

131



Resultats

2.7. Estimacié de I’estat d’ompliment dels reservoris intracel-lulars de Ca*

Com a 1ltim pas en I’estudi del mecanisme d’activacié de la PLC hem volgut
verificar P’efecte de les diferents condicions experimentals en I’estat d’ompliment dels
reservoris intracel-lulars de Ca®*. El protocol seguit s’explica als métodes, breuement perd,
consistiria en sotmetre les cél-lules marcades amb fura-2/AM a la condici6 que interessa i
posteriorment tractar-les 1 min amb tampd KH sense Ca®* extracellular per després afegir
ionomicina a concentracio final de 2 uM. Aquest tractament implica increments en la
concentraci6 de Ca®* citosdlica com a conseqiiéncia de I’alliberament del Ca**
intracel-lular enmagatzemat, ja que per una banda la concentracié de Ca®" extracel-lular és
molt baixa, 1 per una altra banda la ionomicina a aquesta concentraci6 t¢ més preferéncia
per les membranes intracel-lulars que per la membrana plasmatica (). La quantificacié
d’aquest increment en la concentracié de Ca®* ha estat proposat com a index indicatiu de
I’estat d’ompliment els reservoris intracel-lulars de Ca** (Montero et al., 1990).

L’aplicaci6 d’aquesta técnica indirecte de determinacié de I’estat d’ompliment de
Ca® dels magatzems intracel'lulars en cultius primaris de CGC, mostra com una
preincubacié de les céllules amb tamp6 KH 1,3 mM de Ca®* es tradueix en un increment
de la concentracié de Ca®* de 32,40 + 1,7 nM quan s’aplica la ionomicina (n = 4 cultius
analitzant 25 cél-lules per cultiu) (figura 2.11.). Aquest increment net és practicament
anullat quan la ionomicina s’addiciona després de deixar les cél-lules 30 min sense Ca®*
(87,7 £ 6,1 % de reduccid, com a mitjana de 3 cultius analitzant 25 cél-lules per cultiu), i és
ampliat substancialment si les cél-lules s’han predespolaritzat durant 1 min amb KCI 40
mM (83,6 £ 8,0 % d’increment net com a mitjana de 4 cultius, també analitzant 25 c¢l-lules
per cultiu). Aquests resultats, per tant, confirmen els efectes d’ambdds tractaments sobre
els reservoris intracellulars de Ca*" que hem estat pressuposant fins ara (figura 2.11.).

Per altra banda, una preincubacié de les cél-lules amb cafeina 10 mM o
thapsigargina 10 uM també redueixen significativament la resposta induida per la
ionomicina, tot i que la magnitud de I’efecte d’aquests compostos és diferent (figura 2.11.).
Analitzant 25 cél'lules per cultiu en 3 cultius diferents trobem un 48,5 + 10,1 i un 20,4 £
8,9 % de reduccié per la cafeina i la thapsigargina, respectivament, percentatges que
s’assemblem molt a la disminuci6 que indueixen de I’estimulacié de la PLC per Cch, i que
alhora suggereixen que el grau de deplecié dels magatzems intracel-lulars de Ca®*

aconseguit per ambdues condicions és diferent.
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L’efecte d’una despolaritzaci6 amb KCIl 40 mM en c¢l-lules preincubades 20 min
amb BAPTA/AM 30 puM no pot ser estudiat directament per aquest procediment
experimental degut a que el BAPTA quela el Ca?* alliberat per la ionomicina. Per tant,
I’hem estimat indirectament mesurant 1’efecte de la ionomicina després d’ 1 min
d’exposicio a KCI 10 mM, ja que aquesta condici6 implica un increment de la concentracio
de Ca®* citosolica similar a la que s’observa en cél-lules pretractades amb BAPTA/AM i
exposades a KCl 40 mM, tal i com es pot observar a la grafica 2.12. i mostren els
increments de Ca®* (pic de la resposta) obtinguts a partir de I’analisi de 75 cél-lules de 3
cultius diferents:

KCl 10 mM 189 + 45 nM
KCIl 40 mM + BAPTA/AM 30 uM 20 min 180+ 17 nM

Els resultats mostren com, Iincrement de la concentracié de Ca®* després
d’estimular les cél-lules amb KCI 10 mM i d’afegir ionomicina en abséncia de Ca®* és del
mateix grau que 1’enregistrat per KCl 40 mM. Aix0 permet suposar que el tractament de les
cél-lules amb BAPTA/AM 30 pM durant 20 min, tot i quelar parcialment el Ca®* que entra
com a resultat de la despolaritzacid, no efecta I’ompliment dels reservoris intracel-lulars de

+ . o
Ca’ que es produeix en agestes condicions.
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Figura 2.11. Estimaci6 de P’estat d’ompliment dels reservoris intracel-lulars de Ca*",
Les cél'lules preincubades amb fura-2/AM, han estat rentades durant 1 min amb tampé KH
sense Ca®* i exposades a jonomicina 2 uM després d’una preincubacié de 30 min amb KH
amb (control) o sense Ca®" (-Ca?"), o després d’una predespolaritzacié amb KCl 40 o 10
mM (pre-K™), o bé després d’una preincubacié de 20 min amb thapsigargina 10 uM (Tg) o
cafeina 10 mM (Caf). Els promitjos dels increments de la concentracié de Ca®* citosolica
sobre el valor inicial (abans de I’aplicacié de ionomicina) de 20-25 céllules han estat
mesurats i les mitges + S.E.M. de 3 experiments independents (4 pel control i pre-K* 40
mM) han estat calculades. *Significativament diferent de les cél-lules control (p<0,05).
**Significativament diferent de les cél-lules control (p<0,01).

134



Resultats

S KCI 10 mM

50+
0 T T LI L
0 60 120 180 240
Temps (s)
B
_ KCl40 mM
200+
150

T 1 i L
0 60 120 180 240
Temps (s)

Figura 2.12. Increments en la concentracié de Ca®* citoplasmatica induida per KCl
10 mM i KCI 40 mM en preséncia de BAPTA/AM. A: Els cultius de CGC premarcats
amb fura-2/AM, han estat estimulats amb tamp6 KCl 10 mM durant 1 min. En tot moment,
el tamp6 KH contenia Ca® 1,3 mM. B: Els cultius de CGC premarcats amb fura-2/AM
han estat primerament preincubats 20 min en tampé KH amb Ca®>* 1,3 mM i BAPTA/AM
30 uM per després ser estimulats amb KCl 40 mM durant 1 min. El perfil presentat
correspon a una cel-lula individual representativa de 25 cél-lules analitzades del mateix
cultiu. Resultats similars s’han obtingut per tres cultius independents
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2.9. Resum i conclusions parcials del capitol

Les dades experimentals obtingudes en I’estudi dels mecanismes d’activacié de la
PLC estimulada per receptors muscarinics mostren com canvis en la concentracié de Ca**
extracel-lular a diferents temps previs a ’addicié del Cch modulen la seva estimulacié de la
PLC. Aquests canvis, perd, no es correlacionen molt bé amb els canvis en la concentracio
de Ca® citosdlic que aquestes mateixes manipulacions indueixen.

Tanmateix, les manipulacions del contingut de Ca®* dels reservoris intracel-lulars
per diferents aproximacions experimentals, com ara ’ompliment per despolaritzacio, el
parcial buidament per tractament amb thapsigargina i cafeina o la deplecié total per
preincubacié de les cél-lules durant 30 min amb tampé KH sense Ca®*, es correlacionen
molt bé amb la potenciacié, disminucié o inhibicid total de I’estimulacié de la PLC per
Cch, respectivament.

Cal ressaltar a més, que 1’ompliment dels reservoris intracel-lulars de Ca?* per una
predespolaritzacidé de les cél-lules potencia I’estimulacié de la PLC per Cch de manera
independent al Ca®" extracel-lular i a I’alliberaci6 del Ca®* dels reservoris intracellulars
que aquest agonista indueix. Aixi ens ho demostra el fet de que, en cellules
predespolaritzades, el quelant de Ca®* citosolic BAPTA/AM no efecti a la potenciacié de
I’estimulaci6 de la PLC per Cch perd si que anul'li la seva resposta de Ca®*.

El conjunt d’aquestes dades, suggereix que I’estimulacié de la PLC per receptors
muscarinics en cultius primaris de neurones granulars és regulada pel contingut de Ca®*
dels reservoris intracel-lulars més que no pels canvis en la concentracié de Ca®* citosdlica

produits per ’agonista.
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3. Expressid i caracteritzacio farmacologica dels receptors
metabotropics del glutamat responsables de I'estimulacié de la
PLC i dels senyals de Ca*

3.1. Introduccio

En el primer capitol dels resultats hem observat com els mGluRs estimulaven la
PLC en cultius de CGC de 9 DIV d’acord amb dades publicades per altres autors (Nicoletti
et al.,, 1986; Aronica et al., 1993). Tanmateix, la inexisténcia d’eines moleculars i
farmacologiques selectives pels diferents subtipus de mGluRs fins al moment i la
heteregenoitat de les seves respostes, han fet que no es coneixi amb exactitud el subtipus
d’mGIuR responsable d’aquesta resposta i només existeixin dades procedents d’una
caracteritzaci¢ farmacologica limitada en cultius de 4-6 DIV que suggereixen que
Pactivacié de la PLC és deguda al receptor mGluR1 (Toms et al., 1995). A més a més,
existeixen estudis tan sobre I’expressi6 dels ARNm dels mGluRs del grup I (Aronica et al.,
1993; Prézeau et al., 1994; Santi et al., 1994) com de la proteina-receptor (Copani et al.,
1998) pero els resultats descrits sobre el perfil temporal de la seva expressid son
divergents.

Aixi, doncs, abans de procedir en estudis mecanistics derivats de I’activacié de
receptors acoblats a proteines G en neurones, hem cregut oportd analitzar 1’expressié i
caracteritzar el subtipus de mGIuR responsable de I’activacié de la PLC i del senyal de

Ca®* en cultius de CGC madurs, de 8-9 DIV.
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3.2. Analisi de I'expressi6 dels mGluR1a i mGIluR5 en CGC per Western blot

Hem estudiat el patr6 d’expressio dels receptors mGluR1a i mGluRS en cultius de
CGC de 3 a 12 DIV, utilitzant anticossos policlonals selectius. Per excloure cap
inespecificitat en la deteccid, hem fet controls amb cél-lules CHO transfectades amb els
receptors humans hmGluR1a o hmGluRS, tal i com es descriu als métodes.

Els western blots obtinguts, dels quals s’en mostra un de representatiu a la figura
3.1., mostren que ambdés receptors s’expressen en neurones granulars als diferents DIV
estudiats. En els minigels desnaturalitzats i en condicions reductores, el mGluR1o migra
com a Unica banda d’aproximadament 150 kDa mentre que el mGIluRS ho fa com a dues
bandes diferents.

En cél-lules CHO transfectades, tan el hmGluRla com el hmGluRS s’expressen
com a dues bandes diferents (Hermans et al., 1998a), fet que ha estat atribuit a una diferent
glicosilacié del receptor dins de la cél-lula (Mody et al., 1999). Per tant, aquesta també
podria ser I’explicacié de que en CGC I’anticos anti-mGluRS5 detecti dues bandes de massa
molecular molt similar aixi com de les diferéncies entre ambdds tipus cel-lulars.

En CGC, I’expressi6 del mGluR1o es manté constant entre els 3 i 12 DIV, mentre
que els nivells de proteina del mGluRS augmenten amb el temps in vitro. Aquests resultats
es correlacionen amb els nivells de ARNm d’ambdés subtipus descrits per Santi et al.,
1994 i, en part, amb I’analisi d’expressio6 proteica realitzat per Copani et al., 1998. Per altra
banda, si es considera que els astrocits expressen predominantment el subtipus mGluRS
(Balazs et al., 1997; Condorelli et al., 1997), no podem excloure del tot que part de
I’increment en I’expressié del mGluRS5 en els nostres cultius sigui degut a la proliferacié
d’algunes cél-lules glials.

Finalment, comentarem que els nivells d’expressi6é del mGluRla semblen similars
als que s’indueixen en les cél-lules CHO transfectades amb hmGluR1a quan sén tractades
amb 10 uM d’IPTG durant unes 20 hores, perd els nivells de mGIluRS en CGC sén
inferiors als que es troben en qualsevol mostra de cellules CHO transfectades amb
hmGluRS5 i tractades amb IPTG (cal tenir present que a la figura 3.1.B. els nivells de
proteina de les cél-lules CHO transfectades amb hmGluRS és 4 vegades inferior a la

quantitat de proteina de les mostres de CGC).
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Figura 3.1. Analisi per immunoblot dels mGluRs del grup I en extractes cel-lulars. A:
Extractes de cultius primaris de neurones granulars (CGC) a 3,6,9 i 12 DIV; cél-lules CHO
transfectades amb el hmGluR1lo incubades 20 hores sense o amb IPTG 10 puM (que
indueix ’expressié del gen transfectat); i cel'lules CHO transfectades amb el hmGIuRS5
incubades 20 hores amb IPTG 100 uM, han estat analitzats per Western blot i
immunodectats amb un anticos especific anti-mGluR1a. 10 pg de proteina han estat
carregats a cada carril del minigel. B: extractes cel-lulars de cultius primaris de neurones
granulars (CGC) a 3,6,9 i 12 DIV; cél-lules CHO transfectades amb el hmGluRS incubades
20 hores amb IPTG 5, 10 o 100 uM; i cél-lules CHO transfectades amb el hmGluRla
incubades 20 hores amb IPTG 100 uM, han estat anlitzats per Western blot i
immunodetectats amb un anticos especific anti-mGluR5. Cada mostra analitzada conté 10
ug de proteina, excepte les mostres de cél'lules CHO transfectades amb hmGIuRS que
tenen 2,5 pg de proteina i la mostra de CGC a 6 DIV que té 5 ug.
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3.3. Caracteritzacio dels subtipus de mGluRs implicats en I'activacié de la
PLC

Els resultats que acabem d’exposar mostren com tan el mGluR1la com el mGIuRS
s’expressen en cultius de CGC madurs, €s a dir de 8-9 DIV, i tots dos sén candidats a ser
els responsables de I’activacié PLC que es detecta en aquest sistema neuronal. Per tant, era
important realitzar una caracteritacié farmacologica d’aquesta resposta.

Per tal de tenir respostes quantificables, hem determinat 1’activacié de la PLC com
I’acumulacié d’H-InsPs després de 30 minuts de ’aplicaci6 dels diferents agonistes i de
LiCl a una concentracié final de 10 mM. En les condicions en qué preteniem mesurar
P’activacié els mGluRs per Glu o quisqualat (Quis) hem preincubat les cél-lules 20 min
amb CNOX 30 puM i AP5 50 pM, per tal d’eliminar la participacié dels iGluRs, ja que el
primer és un inhibidor dels receptors AMPA i el segon dels NMDA.

En cultius de CGC a 9 DIV, el Glu, Quis, I’agonista inespecific dels mGluRs
1S5,3R-ACPD i I’agonista selectiu dels mGluRs del grup I (S)-3,5-dihydroxyphenylglycine
(DHPG) perd6 no I’agonista selectiu pel receptor mGIluRS (RS)-2-cloro-5-
hidroxifenilglicina (CHPG) estimulen la PLC tal i com es pot observar a la figura 3.2.
D’aquests, el Quis és I’agonista més potent amb un valor de ECsp de 8,2 £ 1,1 uM (n=4),
seguit pel DHPG amb una ECsy de 9,1 £ 1,1 uM (n = 3), el 15,3R-ACPD (56,4 + 6,4 uM,
n = 3) i finalment pel Glu que presenta una ECso de 116,1 13,6 uM (n = 3). Per contra,
pero, el Glu exhibeix un efecte maxim superior als altres agonistes (1344 + 47 % del
basal). El Quis té un efecte maxim de 725 + 25 % el basal, mentre que el DHPG i el 1S,3R-
ACPD amb uns efectes maxims de 362 £ 81295 £ 5 % del basal, respectivament, tal i com
es pot comprovar a la taula 3.1.

Considerant que la seqiiéncia ordenada d’agonistes segons la seva poténcia
correspont al perfil farmacologic caracteristic dels mGluRs del grup I (Conn i Pin, 1997;
Schoepp et al., 1999) i el CHPG no indueix cap activacié de la PLC, aquestes dades

suggereixen que en I’esmentada resposta 1’tnic receptor implicat és el mGluR1.
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Figura 3.2. Corbes concentracidé-efecte de I’estimulacié de la PLC per agonistes dels
receptors mGluRs. Els cultius premarcats amb *H-Inositol han estat incubats durant 30
minuts amb Glu Quis, DHPG, 15,3R-ACPD i CHPG a les concentracions indicades i en
preséncia de LiCl 10 mM. En el cas del Glu i Quis, les cél-lules, a més a més, han estat
preincubades amb els antagonistes dels iGluRs, CNQX 30 uM i AP5 50 pM. L’activitat
basal era de 4,20 + 0,26 *H-InsPs x 100/H-InsPs + *H-lipids). Els resultats s’expressen
com a percentatge del basal i son mitges + S.E.M de 3 experiments independents fets per
triplicat.

Emax EC50 (HM) ny
Glu 1344 + 47 116,1 13,6 1,0£0,1
Quis 725 +25 82 + 1,1 1,1£0.2
DHPG 362+ 8 91 1,1 1,0+0,1
1S,3R-ACPD 295+ 5 56,4 + 6,4

Taula 3.1. Parametres de D’activacié de la PLC per agonistes dels mGluRs en
monocapes de neurones granulars de cerebel. Els parametres: efecte maxim (Emax),
concentracié que produeix el 50% de ’Emax (ECsp) i coeficient de Hill (ng) s’han
determinat per ajust a I’equacié de Hill per regressié no lineal, a partir de les dades de la
fig. 3.2. Els valors d’Emax s’expressen com a % del basal, essent 4,20 + 0,26 3H-InsPs x
100/CH-InsPs + *H-lipids).
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Hem continuat ’estudi farmacologic de !’estimulacié de la PLC pels mGluRs,
determinant I’efecte de diferents antagonistes sobre I’acumulacié d’*H-InsPs induida per
Glu 100 pM. Els compostos escollits, primerament, han estat el (S)-o-metil-4-
carboxifenilglicina (MCPG) i I’acid 1-aminoindan-1,5,-dicarboxilic (AIDA), que mostren
una poténcia més elevada antagonizant I’efecte del Glu a través del mGluR1l que del
mGIluRS5 (Brabet et al, 1995; Moroni et al, 1997) i d’altra banda 1’acid
ciclopropan[b]cromen-1la-carboxilic (CPCCOE), antagonista no competitiu del mGluR1
(Casabona et al., 1997; Hermans et al., 1998b), tal i com es pot veure a la figura 3.3.A.
Tots aquests tres antagonistes inhibeixen I’estimulaciéde la PLC per Glu amb valors de la
ICsode 66,5 £ 12,0 uM, 91,8 £ 15,0 pM 1 12,1 + 1,4 pM, respectivament (n = 3).

Recentment, el compost 2-metil-6-(feniletil)-piridina (MPEP) i el seu derivat
estructural (E)-2-metil-6-(2-feniletil)piridina (SIB-1983), han estat descrits com a potents i
selectius antagonistes del receptor mGIuRS (Varney et al., 1999; Gasparini et al., 1999).
Aquests compostos son capagos d’inhibir, en sistemes d’expressi6 heterdloga, les respostes
del receptor hmGluR5a amb una ICsy de 0,29 uM i 39 nM, respectivament. Per contra, la
seva inhibici6 de respostes mitjangades pel receptor hmGIluR1p es caracteritza per
presentar valrs d’ICsq superiors a 100 pM. A la figura 3.3.B., es pot observar com ni €l
MPEDP ni el SIB-1893 poden inhibir significativament 1’estimulacié de la PLC per Glu 100
UM, només es produeix una petita inhibicié (34,3 %) per concentracions altes de MPEP
(10 uM). Cap dels antagonistes emprats efecten I’activitat PLC basal.

El conjunt d’aquestes dades farmacologiques ens demostren que el receptor
mGIuR1 és "anic subtipus de mGluR que participa en ’activacié de la PLC per Glu o

altres agonistes.
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Figura 3.3. Efecte d’antagonistes dels mGluRs del grup I en I’activacié de la PLC per
Glu. A: Els cultius primaris de neurones granulars maracats amb *H-Inositol han estat
preincubats 20 minuts amb CNQX 30 pM, APS5 50 uM i els antagonistes indicats, selectius
pels receptors mGluRs del grup I (AIDA I MCPG) o pel receptors mGluR1 (CPCCOE),
abans d’una incubacié addicional de 30 min amb Glu 100 uM i LiCl 10 mM. B: Els cultius
de neurones granulars han estat tractats d’igual manera que en ’apartat A, perd ara els
antagonistes utilitzats sén el MPEP i el SIB-1893, selectius pel receptors mGluRS5. Els
resultats s’expressen com a percentatge de la resposta en cél-lules preincubades només amb
els antagonistes dels receptors iGluRs i estimulades amb Glu 100 puM, i sén mitges £
S.E.M. d’almenys 3 experiments fets per triplicat.
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3.3. Caracteritzacid dels subtipus de receptors implicats en el senyal de

Ca* induit per agonistes dels mGIuRs

Fins al moment, les nostres dades indiquen que els cultius de CGC madurs
expressen tan el receptor mGluR1a com el receptor mGIuRS5, perdo només el primer activa
la PLC. Ambdés receptors poden, en altres sistemes neuronals, genenar senyals de Ca*".
Per investigar aquesta possibilitat hem realitzat una caracteritzaci6 de la resposta similar a
la descrita anteriorment per I’activacié de la PLC.

Aixi, primerament hem estudiat les respostes de Ca* en cultius de CGC de 9 DIV
premarcats amb fura-2/AM i preincubats 20 min amb CNQX 30 uM i AP5 50 pM. El Glu,
a 1mM, ’hem aplicant durant 1 min abans i després d’una despolaritzacié de les cel-lules
amb KCl 40 mM. El protocol seguit ha estat, per tant, el mateix que el descrit al capitol 2
dels resultats per les respostes induides pels receptors muscarinics.

Els senyals de Ca* induits pel Glu mostren una gran heteretogeneitat entre cél-lules
d’un mateix cultiu i entre diferents cultius. Aixi, en cél-lules predespolaritzades, el Glu
indueix un increment en la concentracié de Ca®* citosolica rapid i transitori (pic) de 1,84
* 0,08 vegades el basal en el 60 % de le cél-lules de 5 dels 8 cultius analitzats i en més del
90 % dels 3 cultius restants (figura 3.4.A i B). Quan s’adiciona el Glu a les c¢l-lules abans
de despolaritzar-les durant 1 min, és a dir, d’emplenar els seus reservoris intracel-lulars de
Ca®", el Glu 1mM és incapag d’induir cap resposta de Ca®* en 3 dels 8 cultius analitzats
(figura 3.4.A) perd si que propicia un increment de Ca®* citoplasmatic (1,62 + 0,06
vegades el basal) en el 20 % de les cel-lules que també responen al Glu després de la
despolaritzaci6 en els altres 5 cultius (figura 3.4.B). En abséncia de Ca®* extracellular, el
Glu només indueix un increment en la concentracié6 de Ca®* en céllules
predespolaritzades i aquest és més petit que el que es registra en presencia de Ca®, essent
com a promig de 25 cél-lules de 3 cultius analizats de 1,27 £ 0,02 vegades el basal (figura
3.4. AiB.). Cal fer esment que, en tots els cultius analitzats, el Glu és capag d’induir grans
respostes de Ca®* en molt poques cél-lules (< 8 % de cél-lules totals). El perfil d’aquestes
respostes, i el fet de que son totalment suprimides en abséncia de Ca** extracel-lular,
permet afirmar que es tracta de respostes mitjancades pels receptors iGluRs que en algunes

cel-lules no queden del tot bloquejats (figura 3.4.C).
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Figura 3.4. Efecte del Glu en la concentracié de Ca*" citosodlica. Després del marcatge
amb fura-2/AM i una preincubacié de 20 min amb CNQX 30 uM i APS 50 pM, les
cel-lules han estat estimulades amb Glu 1 mM abans i després d’una despolaritzacié
transitoria amb KCl 40 mM en preséncia i abséncia de Ca®* extracellular, tal i com
s’indica. Els perfils presentats corresponen a tres cél-lules individuals representatives de les
respostes que el Glu indueix en 8§ cultius analitzats.
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Per altra banda, també hem estudiat 1’efecte d’altres agonistes dels mGluRs. El Quis
30 uM (en cel-lules preincubades 20 min amb CNQX 30 pM i AP5 50 uM), el 1S,3R-
ACPD 300 uM i el DHPG 100 pM també indueixen respostes de Ca®* en forma de pic en
cel'lules predespoalritzades, els valors de les quals sén 1,60 + 0,07, 2,03 £ 0,341 1,85 £
0,23 vegades el basal, respectivament (n = 3 cultius, analitzant 25 cél-lules/cultiu). De totes
maneres, aquestes respostes només s’observen en cel-lules predespolaritzades i el
percetnatge de cél-lules que responen depén de 1’agonista: 35-45 % pel Quis, 50-55 % pel
1S,3R-ACPD i 15-20 % pel DHPG. A més a més, aquestes respostes son totalment
dependents de la preséncia de Ca®* extracel-lular durant I’estimulaci, tal i com s’observa
a la figura 3.5. i ha estat descrit anteriorment pel 15,3R-ACPD (Irving et al., 1992a).

Ara bé, I’aplicacié de I’agonista selectiu dels receptors mGluRS CHPG a diferents
concentracions i fins a 2 mM, no genera cap senyal de Ca®", ni en c&l-lules control ni en
cél-lules predespolaritzades (figura 3.6.A.). I finalment, la preincubacié de les cél'lules
durant 20 min amb I’antagonista selectiu dels receptors mGluR1 CPCCOEt 100 pM,
resulta en una inhibici6 total del senyal de CaZ* que genera el Glu ImM (figura 3.6.B.).

Tots aquests resultats, per tant, indiquen que el sutipus de mGluR que mitjancia les

respostes de Ca”* en cultius de CGC de 9 DIV és també el receptor mGluR 1.

3.5. Resum i conclusions del capitol

Les dades dels westerns blots mostren com cultius de neurones granulars a diferents
dies expressen els receptors mGluR1a i mGIluRS5, essent I’expressié del primer constant i
la del segon creixent amb el temps in vitro del cultiu.

Malgrat I’expressié d’ambdds receptors, perd, els nostres estudis farmacologics
mostren com només el mGluR1 és responsable de 1’activacié de la PLC i la resposta de

Ca? que diferents agonistes dels mGluRs indueixen en cultius de CGC de 9 DIV.
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Figura 3.5. Respostes de Ca”* induides per diferents agonistes dels mGluRs. Cultius de
CGC de 9 DIV premarcats amb Fura-2/AM han estat estimulats amb DHPG 100 uM (A),
Quis 30 pM (B) o 1S,3R-ACPD 300 pM (C) durant 1 min, abans i després d’una
despolaritzacié de 1 min amb KCI 40 mM, i en preséncia (+Ca") i abséncia (-Ca®") de
Ca® extracel-lular. Els perfils mostrats corresponen a una unica cél-lula representativa de
25 cél'llues del mateix cultiu analitzades. Resultats similars s’han obtingut en tres cultius

diferents.
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Figura 3.6. Efecte d’agonistes i antagonistes en les respostes de Ca®". A: Cultius de
CGC de 9 DIV han estat estimulats amb CHPG 2 mM durant 1 min abans i després d’una
despolaritzaci6 de 1 min amb KC1 40 mM, i en preséncia de Ca®* extracel-lular. B: Cultius
de les mateixes caracteristiques que A han estat preincubats 20 min amb CNQX 30 pM,
AP5 50 uM i CPCCOEt 100 pM i posteriorment estimulats amb Glu 1 mM durant 1 min
abans i després d’una despolaritzaci6 transitoria amb KCl 40 mM, també d’1 min. Els
perfils mostrats corresponen a una unica cél-lula representativa de 25 cél-llues del mateix

cultiu analitzades. Resultats similars s’han obtingut en tres cultius diferents.
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4. Modulacio pel Ca** intra- i extracel-lular de ’activacié de la PLC

pels receptors metabotropics del glutamat

4.1. Introduccié

Les nostres dades mostren, fins al moment, que en cultius primaris de neurones
granulars de cerebel, el Glu estimula la PLC i indueix senyals de Ca®*" exclusivament a
través dels receptors mGluR 1. Aquestes respostes son sensibles al Ca>* extracel-lular i,
almenys I’activacié de la PLC és mitjangada per una proteina G, tot i que la diferéncia en la
magnitud de la mateixa estimulacié en membranes i cél-lules senceres, ens condueix a
considerar la participacié d’algun altre element regulador d’aquesta resposta.

Els mGluRs, juntament amb els receptors de Ca®* i els receptors de GABAS,
pertanyen a un subgrup de receptors que sembla presentar caracteristiques especials 1
diferenciadores de la resta de GPCRs, entre les quals cal destacar la capacitat de sensar el
Ca® extracellular (Schoepp et al., 1999). Aixi, mentre alguns autors han descrit com
canvis de ’orde de mM en la concentracié de Ca®" extracellular resulten en una regulacié
directa de I’activaci6 de la PLC pels mGluRs en sistemes d’expressié heterologa (Saunders
et al., 1998; Kubo et al., 1998), altres autors han clonat un receptor mGluR de cervell de
salmo bifuncional, és a dir, que és activat tan per Glu com per ions Ca®* (Kubokawa et al.,
1996).

Per altra banda, s’ha proposat que en CGC despolaritzades, els mGluRs induirien
un acoblament entre els receptors RyR 1 els canals de voltatge de tipus L (Chavis et al.,
1996) i també s’ha hipotitzat un acoblament entre els receptors mGluRs i els RyR,
independent de la formacié d’Ins1,4,5P; (del Rio et al., 1999). Finalment, en el mateix
sistema neuronal, nosaltres hem demostrat que I’activacié de la PLC pels receptors
muscarinics és regulada pels reservoris intracel-lulars de Ca?".

El conjunt d’aquestes dades ens aporten, per tant, diferents possibilitats en relacié
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als mecanismes d’activacié de la PLC per receptors mGluR1 i la seva regulacié pel Ca**.
Aixi, el Ca® extracellular podria interaccionar directament amb el domini extracel-lular
del receptor i modular la seva resposta, la qual podria ser alhora o alternativament regulada
per la concentracié de Ca®* citosolic i/o pels reservoris intracellulars de  Ca®*,
especialment aquells que expressen receptors RyR.

Per tal d’estudiar aquests possibles i interessants mecanismes de I’activacid de la
PLC pels mGluR1s hem fet un estudi paral-lel al realitzat per I’estimulacié del mateix

sistema efector per part dels receptors muscarinics (capitol 2 dels resultats).

4.2. Efectes de canvis en la concentracié extracellular de Ca? en

I'estimulacio de la PLC per Glu

Anteriorment hem demostrat que el grau d’activacié de la PLC inicial es pot
determinar mesurant ’acumulacié dels *H-InsPs en cél-lules permarcades amb [*H]Inositol
1 estimulades 1 min amb agonista en preséncia de LiCl 10 mM (apartat 2.1. dels resultats).
Utilitzant aquest procediment hem estudiat els mecanismes d’activacié de la PLC per Glu 1
mM en cultius de CGC a 9 DIV, pretactant-los 20 min, abans de qualsevol estimulacid,
amb els antagonistes CNQX i AP5 a una concentracié de 30 uM i 50 pM, respectivament.
D’aquesta manera, ens assegurem d’anul-lar una possible contribucié dels receptors
iGluRs.

Com a pas inicial en els estudis acabats d’esmentar hem determinat la dependéncia
de la resposta al Ca®* extracel-lular en aquesta activitat PLC inicial introduint canvis en la
concentraci6 d’aquest i6 abans i durant ’estimulacié amb Glu. Els resultats mostren com el
Glu indueix una considerable acumulacié d’*H-InsPs (172,8 £ 9,8 % del basal, n = 3) si les
cél'lules han estat preincubades i estimulades en preséncia de Ca®* a una concentracié de
1,3 mM. La substitucié del tampé KH per un tampé igual perd nominalment lliure de Ca?*
a diferents intervals de temps previs a ’addici6 del Glu i el Li”, es tradueix en una rapida
disminuci6 de I’activaci6 de la PLC induida per ’agonista (48,8 + 9,1 %, 48,8 + 5,1 % i
59,9 + 11,4 % de reduccié de la resposta en comparacié amb la que es déna quan les
cel-lules es preincuben i s’estimulen en presencia de Ca*" extracellular, després de 1,3 i
10 min de lomissi6 de Ca®', respectivament; n = 3). Aquestes respostes no sén

significativament diferents de la resposta que té lloc quan els cultius sén preincubats 30
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min i estimulats en abséncia de Ca’* extracel-lular, tal i com es pot observar a la figura
4.1.. Per altra banda, si després de la preincubacié de 30 min sense Ca®*, es substitueix el
tampé KH per un tampé KH amb Ca® 1,3 mM a diferents intervals temporals abans de
I’estimulaci6 de la PLC amb Glu, la resposta es recupera completament. Aixi, fins i tot la
resposta que es registra quan P’estimulacié té Hoc 1 min després de I’addici6 del Ca®* no és
significativament diferent de la que podem determinar en cél-lules control, és a dir,
preincubades i estimulades en preséncia de Ca®* 1,3 mM (figura 4.1.).

La conclusié més evident que aquests resultats suggereixen és la importancia de la
preséncia del Ca®* extracel-lular durant I’estimulaci6 de la PLC pels receptors mGluR1.
Ara bé, si recordem les dades exposades anteriorment a la figura 2.4. que indiquen
clarament com I’omissié del Ca®* extracel lular resulta en una rapida disminucié de la
concentracié de Ca®* citosolic (aproximadament un 36 % de reduccid) 1 que aquesta torna
als nivells basals en menys d’ 1 min després de I’addici6 de Ca®*, cal considerar la
possibilitat de que els rapids efectes dels tractament acabats d’exposar sobre 1’activacié de
la PLC per Glu puguin ser un reflexe dels efectes dels canvis en la concentracié de Ca**
citosolic sobre la resposta.

A part d’aquests factors, ’abséncia de Ca*" extracel-lular resulta també en una
deplecié dels reservoris intracel-lulars de Ca*, per tant cal estudiar la possible participacié

d’aquests en I’activacié de la PLC per Glu.

4.3. Estimulacié de la PLC per Glu en cél-lules predespolaritzades

Per tal d’explorar les possibilitats comentades hem determinat I’estimulacié de la
PLC en cél'lules préviament despolaritzades amb KCl 40 mM durant 1 min. Aquest
tractament, tal i com s’ha demostrat anteriorment, emplena els reservoris intracel-lulars de
Ca® 1 és necessari per a qué el Glu indueixi increments transitoris (en forma de pic) de la
concentracié de Ca?" citosolica en la majoria de les céllules (veure figura 3.4. dels
resultats).

Tal i com es pot veure a la figura 4.2., les cél-lules tractades 1 min amb KCl 40 min,
preincubades 1 min amb tamp6 KH i estimulades 1 min amb Glu 1 mM coaddicionat amb
LiCl a una concentracié final de 10 mM, presenten una activacié de la PLC superior a la

que es registra en céllules control, és a dir, no predespolaritzades (augment
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d’aproximadament el 60 %, n = 3). Aquesta resposta ¢és sensible al Ca** extracellular, ja
que si ’estimulacié de la PLC per Glu es fa en abséncia d’aquest i es produeix una
disminuci6 (36,8 £ 4,0 % de reduccio). Alhora, si la despolaritzacié es fa en abséncia de
Ca®" la potenciacié de la resposta no té lloc, i per tant I’activacié metabotropica de la PLC
és igual en cél-lules tractades o no amb KCI 40 mM (figura 4.2.).

La inhibicié per abséncia de Ca®* de I’activacié de la PLC i el senyal de Ca®*
induits per Glu és del mateix ordre, i aix0 suggereix que canvis en la concentracid

citosolica de Ca®* modulen I’activaci6 de la PLC per Glu.

4.4, Efectes del BAPTA/AM en les respostes del Glu

La predespolaritzacié implica un major estat d’ompliment dels reservoris
itnracel-lars que podrien regular possitivament una posterior activacié de la PLC per Glu,
tal i com hem proposat pel Cch, perd alhora permet un increment de la concentracié de
Ca** citosdlica quan aquest agonista és addicionat, i aquest també podria regular
Pactivacié de la PLC per Glu.

Per explorar aquest fet amb més detall, hem determinat les respostes del Glu en
cel'lules predepolaritzades i que préviament han estat preincubades durant 20 min amb el
quelant de Ca** citoplasmatic permeable a la membrana, BAPTA/AM (30 puM). Cal
recordar que aquest tractament premet anul-lar petits increments en la concentracio de
Ca® perd no impedeix I’ompliment dels reservoris intracel-lulars de  Ca®* (veure apartat
2.7. dels resultats).

Tal i com es pot veure a la figura 4.3., la preincubacié de les cél-lules amb
BAPTA/AM 30 uM disminueix significativament I’acumulacié d’>H-InsPs (52,5 £ 10,5 %
reduccié, n = 3) i anul'la la senyal de Ca®*, ambdues induides pel Glu en cél-lules
predespolaritzades. Aquestes dades apunten, per tant, a que la potenciacié de 1’estimulacié
de la PLC per Glu és deguda a que 'ompliment dels reservoris intracellulars de Ca®*
permet la mobilitzacié de Ca®* i el conseqiient increment de la concentracié de Ca®*

citoplasmatica.
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Figura 4.1. Dependéncia del Ca® extracel-lular de Pestimulacié de la PLC per Glu.
A: els cultius de neurones granulars han estat marcats amb *H-Inositol i posterioment
mantinguts 30 minuts amb tampé KH 1,3 mM de Ca®*. Les cél'lules, posteriorment, han
estat stimulades durant 1 min amb Glu 1 mM tan en preséncia (+Ca”") com en abséncia de
Ca** (-Ca®"). En aquest tltim cas, les cél-lules han estat mantingudes durant diferents
intervals de temps en abséncia de Ca®* abans de ’addici¢ de I’agonista i el Li*. B: Els
cultius premarcats han estat incubats durant 30 min amb un tampé KH sense Ca®* afegit i
estimulats durant 1 min en preséncia (+Ca’*) o abséncia de Ca** (-Ca®"). En aquest altim
cas, les cél'lules han estat tractades amb Glu i LiCl després de ser exposades durant
diferents temps a un tampé KH amb Ca®* 1,3 mM. Els resultats s’expressen com a “H-
InsPs x 100/(H-InsPs + *H-lipids) i sén mitges + S.E.M de 3 experiments independents
fets per triplicat i duts a terme sobre mostres del mateix cultiu per ambdues condicions (A i
B). *Efecte del Glu significativament diferent al que es troba en cél-lules preincubades i
estimulades en preséncia de Ca?* 1,3 mM (p<0,05).
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Figura 4.2. Efecte d’una prévia despolaritzacié en D’estimulacié de la PLC per
mGluR1. Els cultius de CGC han estat preincubats amb tampd KH durant 30 min i tractats
1 min amb tamp6 KH amb KCl 5,9 mM (céllules control) o 40 mM (cel-lules
predespolaritzades). Posteriorment, el tampé ha estat substituit per un tampé KH de KCl
5,9 mM i 1 min més tard, les cél-lules han estat estimulades amb Glu ImM i LiCl 10 mM.
Tots els passos, preincubacio, predespolaritzacié i estimulacid, han estat realitzats tan en
preséncia (+Ca®") com en abséncia (-Ca’") de Ca®* 1,3 mM, tal com esta indicat. Els
resultats sén mitges + S.EM de 3 experiments independents i realitzats per trilicat i
s’expressen com a “H-InsPs x 100/(CH-InsPs + *H-lipids). *Respostes significativament
diferents de les que es troben en les respectives cél-lules preincubades i estimulades en
preséncia de  Ca®*  extracelllular tan en céllules control com en céllules
predespolaritzades. **Respostes de cél-lules predespolaritzades que sén significativament
diferents de la resposta de les cél-lules control preincubades i estimulades en presénica de
Ca** extracel-lular (p<0,05).
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Figura 4.3. Efecte del BAPTA/AM en la mobilitzacié de Ca®* intracel'lular i en
Pactivacié de la PLC per Glu en céllules predespolaritzades. A: Les cel-lules
premarcades amb fura-2/AM han estat preincubades amb tamp6 KH amb (linia continua) o
sense (linia discontinua) BAPTA/AM 30 pM durant 20 min, tractades amb KCI 40 mM 1
min, i, després d’un rentat amb tampé KH amb KCl 5,9 mM, estimulades amb Glu 1 mM.
El perfil presentat correspon a una cél'lula individual representativa de 25 cél-lules
analitzades pel sistema de ‘Ca®* imaging’. Resultats similars s’han obtingut per tres cultius
independents. B: S’ha seguit el mateix protocol exposat en la figura A pero determinant
I’acumulacié d’*H-InsPs. Per tant, LiCl 10 mM ha estat addicionat al mateix temps que el
Glu 1 mM. Els resultats sén mitges = S.E.M de 3 experiments indesjendents realitzats per
triplicat i s’expressen com a °H-InsPs x 100/CH-InsPs + “H-lipids). *Resposta
significativament diferent de la que es troba en cél-lules control.
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4.5. Participacio dels recptors de rianodina en I'estimulacio de la PLC per
Glu

Finalment hem analitzat I’'implicaci6 dels RyR en ’estimulacié de la PLC per Glu,
ja que tal i com s’ha dit anteriorment, s’ha descrit que aquests receptors tenen un paper
principal en el senyal de Ca?* induida per receptors mGluRs en CGC despolaritzades
(Chavis et al., 1996; del Rio et al., 1999). Aixi, hem preincubat les cél-lules durant 20 min
amb rianodina a 10 pM, concentracid a la qual aquest compost actua com a inhibidor dels
receptors RyR.

Els resultats, exposats a la figura 4.4.A, indiquen com el bloqueig dels RyR implica
una significant disminucié de [’estimulacidé de la PLC per Glu en ceéllules
predespolaritzades (42,3 11,2 % de reduccid, n = 3), perd no efecta a la mateixa resposta
en c¢l-lules control, és a dir, no despolaritzades.

A més a més, en preséncia de rianodina, I’acumulacié d’*H-InsPs induida pel Glu
és similar en cél-lules control i ce¢lllules predespolaritzades, fet que suggereix una
implicacié de Dalliberament de Ca®* a través dels receptors RyR en la modulacié de
P’activaci6 de la PLC pels mGluR1. I aixo, representa un altre tret diferencial dels mGluRs
respecte els receptors muscarinics, ja que 1’acumulaci d*H-InsPs induida pel Cch no es
veu efectada per una preincubacié amb rianodina 10 puM , ni en cél-lules control ni en

cel-lules despolaritzades (figura 4.4.B).

2.8. Resum i conclusions del capitol

L’estudi dels mecanismes d’activaci6 de la PLC per receptors mGluR1 en neurones
granulars de cerebel mostra, en primer lloc, com la preséncia de Ca®" extracel-lular durant
I’estimulacié és important per aquesta activitat, ja que per una banda, I’estimulacié en
preséncia de Ca®?* és independent d’una prévia preincubaci6 de les cél-lues amb tamp6
KH sense Ca?*; i per altra banda, 'omissié del Ca®* només un min abans de ’addicié del
Glu es tradueix en una considerable disminucié de la resposta. Aquestes dades son
consistents amb recents estudis que suggereixen com el Ca®* pot unir-se directament als

mGluRs i modular-ne la seva activitat (Saunders et al., 1998; Kuboe t al., 1998).
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Addicionalment, aquests canvis en la concentracié de Ca?* extracellular a
diferents temps previs a I’estimulacié modulen I’activitat PLC estimulada per Glu de
manera proporcional als canvis en la concentracié de Ca®* citosolica que aquestes
mateixes manipulacions indueixen. Fet que insinua com canvis moderatsen la concentracid
citosolica de Ca®* poden regular I’estimulacié de la PLC pels mGluR1 en CGC.

Aquesta conclusié esta recolzada per altres dades experimentals. Aixi, I’acumulacio
dels *H-InsPs induida pel Glu pot ser incrementada si les cél-lules han estat préviament
despolaritzades. En aquestes condicions, el Glu també indueix un increment transitori de la
concentracié de Ca®* citosolica, i els nostres resultats utilitzant el quelant de Ca®*
citoplasmatic BAPTA/AM indiquen que pot ser precisament aquest Ultim incrementel
responsable de la potenciacié de I’estimulacié de la PLC per Glu.

Finalment, els nostres resultats suggereixen que en cél-lules despolaritzades, la

mobilitzacié de Ca®" a través de receptors de RyR induida pel Glu, regula ’activitat PLC.
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Figura 4.4. Efecte de la rianodina en ’activacié de la PLC per Glu. Comparacié amb
Pestimulacié muscarinica. A: Les cél-lules han estat preincubades 20 min amb (Ry) o
sense (control) rianodina 10 uM, tractades amb tampé KH amb KCI 5,9 mM (cél-lules
control) o 40 mM (cel-lules predespolaritzades) durant 1 min, rentades amb un tampé KH
no despolaritzant un altre min i posteirorment estimulades amb Glu 1 mM en preséncia de
LiCl 10 mM. B: S’ha seguit el mateix protocol que per la figura A, perd estimulant els
cultius amb Cch 1 mM. Per les condicions en qué els cultius han estat tractats amb
rianodina, aquest compost ha estat present també durant la despolaritzaci6 i I’estimulacio.
Els resultats son mitges + S.E.M de 3 experiments independents realitzats per triplicat i
s’expressen com a “H-InsPs x 100/CH-InsPs + 3H-lipids). *Resposta significativament
diferent de la que es troba en cél-lules control.
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5. Expressi6 dels isoenzims de la PLC en cultius primaris de
neurones granulars. Translocacio de la PLC-B1 induida per

activacio dels receptors muscarinics de I'acetilcolina.

1.1. Introduccié

Com s’ha dit a la introduccid, 1’activitat PLC de mamifers esta representada per tres
families: PLC-B, PLC-y 1 PLC-8, que es caracteritzen per tenir diferents mecanismes
d’activaci6o. Alhora, aquests tres grups principals presenten diferents isoenzims amb
patrons d’expressid caracteristics i podrien estan activats per diferents receptors, almenys
en cervell (Ross et al., 1989; Tanaka et al., 1994 i Watanabe et al., 1998). Aixi la PLC-B1
s’expressa majoritariament a I’escorca cerebral i a I’hipocamp on és activada pels receptors
muscarinics, i la PLC-P4 es localitza principalment al cerebel i és estimulada
majoritariament pels receptors metabotropics del glutamat (Kim et al., 1997).

Per altra banda, la sensibilitat al Ca®* també sembla ser diferent per cada isoenzim,
proposant-se que la PLC-8 com a més sensible que la PLC-p i PLC-y (Allen et al., 1997),
fet que implica una regulaci6 diferencial per part d’aquest i6 de I’activitat de cada un dels
isoenzims.

Nosaltres hem demostrat que en cultius primaris de CGC existeixen isoenzims
sensibles a la concentracié de Ca®* citoplasmatic, que poden ser activats per
despolaritzaci6 amb altes concentracions de KCI, i que el mecanisme d’activacié i
regulacié de la PLC és diferent depenent del receptor que estimula aquesta activitat. Aixi,
els receptors muscarincis estimulen la PLC per un mecanisme que sembla sensar els nivells
de Ca®* dels reservoris intracel-lulars i sembla ser independent de canvis moderats en la
concentracié de Ca®* citoplasmatic, mentres que I’estimulacié de la PLC per receptors
metabotropics del glutamat sembla dependre de la preséncia de Ca®" extracel-lular durant

I’estimulaci6 i ser regulat per la concentracié de Ca®* al citosol cel-lular. Aquests resultats
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podrien tenir relacié amb ’expressié a granulars de varis isoenzims, cada un o el diferent
combinacid dels quals, podria ser responsable de les estimualcions per KCI, Cch i Glu.
Com a pas inicial per entendre [’especificitat i el paper fisiologic dels diferents
isoezims, aixi com per clarificar els components implicats en les mecanismes estudiats
d’activacio de la PLC, hem determinat I’expressié dels seus diferents isoenzims en cultius
primaris de CGC de 9 DIV i, en el cas de la PLC-B1, hem analitzat la translocacié del

citosol a la membrana per activacié dels receptors muscarinics.

5.1. Expressio dels diferents isoenzims de la PLC en CGC

Hem determinat quins isoenzims de la PLC s’expressen en cultius primaris de CGC
als 9 DIV. Per aix0, hem utilitzat, primerament, la técnica de ‘Western Blot’ seguida d’una
immunodeteccié amb anticossos especifics contra la PLC-B1, -2, -B3, -4, -y1, -y2,-81 1 -
32, tal i com es descriu als métodes.

Els blots resultants, dels qual s’en mostra un de representatiu a la figura 5.1,
mostren com tots els anticossos esmentats detecten una banda de massa molecular dintre el
rang esperat per cada isoenzim. De totes maneres, alguns anticossos presenten bandes
addicionals més febles, les quals solen ser les mateixes per tots els anticossos que
presenten aquesta inespecificitat.

Un métode alternatiu i que aconsegueix més especificitat i sensibilitat, és la
immunoprecipitacié. Aquesta técnica parteix dels extractes cellulars i aonsegueix una
mostra rica en la proteina a determinar, ja que es tracten els primers amb I’antic6s contra la
proteina a determinar, es separa aquest anticds, unit o no a la proteina, de la mostra amb
una matriu de sefarosa i se’l sotmet a Wester blot (veure métodes).

Si es fa una immunodeteccié dels isoenzims PLC-B1, -2, -B3, -4, -y1, -y2 i -52
s’observa que cada un dels anticossos reconeix una banda especificament, i que alhora tots
presenten 3 bandes més de massa molecular inferior a 118 kDa i iguals, tan en termes
quantitatius com en massa molecular, per a tots ells, tal i com es pot veure a la figura 5.2..

Les bandes que cada anticos reconeix especificament presenten una massa
molecular que es correspon molt bé en els diferents blots, obtinguts tan per
immunodeteccié dels extractes celllulars com de mostres obtingudes per

immunoprecipitacid, fet que ens dona total confianga tan a I’hora d’afirmar que es tracten
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de bandes corresponents a un determinat isoenzim de la PLC com a I’hora de determinar-

ne la massa molecular aproximada (taula 5.1.).

Masses moleculars

PLC-B1 154
PLC-B2 149
PLC-p3 161
PLC-p4 136
PLC-y1 155
PLC-2 154
PLC-51 99
PLC-52 95

Taula 5.1. Masses moleculars aproximades dels diferents isoenzims de la PLC que
s’expressen en cultius primaris de CGC a 9 DIV. Els valors sén determinacions a partir
de 12 blots (3, per PLC-61).
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Figura 5.1. Determinaci6 dels isoenzims de la PLC en cultius primaris de CGC a 9
DIV. Les cél-lules han estat solubilitzades i el lisat cel-lular obtingut (200 pl diluits a una
meitat amb tamp6 de carrega) ha estat sutmés a una electroforesis de SDS/PAGE 8 %. A:
Posteriorment a la transferéncia del gel a una membrana de nitrocel-lulosa, hem fet una
immunodeteccié amb els anticossos contra la PLC-B1, -B3, -4, -y1, -y2, -01 i -862. B: La
immunodeteccié ha estat feta amb I’anticés especific contra la PLC-B2. Les imatges

presentades son representatives de 7 (3, per la PLC-31) experiments d’extractes de cultius
diferents.
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Figura 5.2. Immunoprecipitacié i deteccié dels isoenzims de la PLC en mostres de
CGC. Les cél-lules han estat solubilitzades i immunoprecipitades amb els anticossos contra
les PLC-B1, -B2, -B3, -B4, -yl, -y2 i -82, seguint el protocol descrit als meétodes.
Posteriorment, les mostres han estat sotmeses a electroforesis (8 % SDS/PAGE) i han estat
immunodetectades amb el corresponent anticds. La imatge presentada és representativa de
5 blots corresponents a mostres de 5 cultius diferents.

5.3. Estudis de la translocacio de la PLC-p1 induida pels receptors

muscarinics

No existex cap aproximacié experimental per estudiar directament I’activaci6
selectiva d’un determinat isoenzim resultat d’un estimulacié d’un determinat receptor, a no
ser que sigui en sistemes reconstituits. Tanmateix, recentment s’ha proposat que canvis en
la distribucid subcel-lular d’un isoenzim de la PLC, i més concretament el seu moviment
del citosol a la membrana (procés anomenat translocacid), després de I’estimulacié d’un
receptor poden indicar la seva activacié (Wheldon et al., resultats no publicats). En el
nostre cas, assumint aquesta possibilitat, caldria determinar la localitzaci6é subcel-lular de
tots els 8 isoenzims que s’expressen a CGC en estat basal i mirar la seva translocacio
després d’estimular les cél-lules amb Cch i Glu, per saber si els diferents mecanismes
d’activacio i regulacié de I’activitat PLC que aquests agonistes indueixen es poden associar

en translocacions de diferents isoenzims o d’un/uns mateixos isoenzims perd amb
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cinetiques temporals d’activacio diferencials. Es tracta, per tant, d’un estudi llarg, costds i
amb moltes dificultats experimentals degut a la dificil deteccié de determinats isoenzim.

Com a pas inicial d’aquests estudis, hem analitzat la translocaccié de la PLC-B1 per
receptors muscarinics. Hem escollit la PLC-B1 principalment per dues raons, primerament
perque s’ha suggerit que que al cerebel de rata adulta la PLC-B1, I’isoenzim amb expressié
més alta, esta acoblada majoritariament als receptors muscarinics (Kim et al., 1997); i
segonament perqué en cultius primaris de CGC és I’isoenzim més facilment detectable i
semblaria més abundant, tot i que aquesta és una afirmaci6 relativa (i per comparacié amb
immunodeteccions amb els mateixos anticossos d’extractes de cel-lules SH-SYSY, dades
no mostrades) ja que I’eficacia de deteccid depén de cada anticos.

L’analisi de mostres de 4 cultius diferents mostren com en condicions basals
aproximadament el 72 % de la PLC-[1 total es localitza a la membrana i que estimulacions
de les cel-lules amb Cch 1 mM de 10 i 20s no canvien aquest percentatge (74 1 78 %,
respectivament), perd una estimulaci6 de 40 s incrementa el percentatge a aproximadament
el 93 %, fet que suggereix una rapida translocacié de quasi tota la PLC-B 1 citosolica a la
membrana. Exposicions de les cél-lules amb Cch 1 mM més llargues, fins a 15 min, no
indueixen més alteracions de la distribucié de 1’isoenzim, aixi tobem a membrana
aproximadament el 97 %, 96 % i el 99 % després de 1, 3 i 15 min d’estimulaci6,
respectivament (veure figura 5.3.).

Es conclou, per tant, que els receptors muscarinics indueixen un moviment rapid de
la PLC-B1 citosolica a la membrana aproximadament 40 s després de 1’addici6 d’un

agonista d’aquests receptors.
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Figura 5.3. Translocacié de la PLC-B1 després de diferents temps d’estimulacié de les
cél-lules amb Cch. Les cel-lules han estat estimulades amb Cch 1 mM durant diferents
temps, lisades, i separades en dues fraccions, la citosolica i la membranosa, tal i com es
descriu als métodes. Una aliquota de les diferents mostres de cada una de les dues fraccions
han estat sotmeses a electroforesis i immunodetectades utilitzant un anticos anti PLC-p1.
La imatge que es mostra €s representativa de 4 experiments en cultius diferents.
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5.4. Resum

Els nostres estudis de I’expressié proteica dels diferents isoenzims de la PLC
demostren com en cultius primaris de neurones granulars de cerebel es detecten els
isoenzims la PLC -B1, -B2, -B3, -p4, -y1, -y2, -81 i -62, els quals presenten una massa
molecular dintre el rang esperat.

Per altra banda, en condicions de repos, la PLC-B1 esta majoritariament associada a
membrana (aproximadament el 72 %) i una estimulaci6 curta amb Cch (de 40 s), produeix
una rapida translocacié a la membrana de la quasi totalitat de I’isoenzim (> 90 %). Aquesta

situaci6 es manté almenys fins a 15 min en preséncia de 1’agonista.
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DISCUSSIO

1. Caracteristiques de l'activaciéo de la PLC per agonistes en
cultius primaris de neurones granulars. Estudi comparatiu amb la

resposta de miniprismes d’escorga cerebral

La primera part d’aquest treball ha estat plantejada per tal d’esbrinar si les
diferéncies trobades préviament en algunes caracteristiques de 1’activaci6é de la PLC per
diferents receptors en teixit cerebral intacte, s’observaven també en preparacions neuronals
homogénies. També es volia verificar si les aquestes caracteristiques tenien relacié amb
mecanismes d’activacié de la PLC.

En cultius de CGC de 9 DIV, hem trobat que, quan la PLC és activada per
estimulacié de diversos receptors de neurotransmissors, les caracteristiques de la resposta
no son les mateixes per a tots els agonistes, tot i que es tracta d’una preparacié homogénia
des del punt de vista cel'lular i que tots els receptors implicats pertanyen a la superfamilia
dels acoblats a proteines G.

La primera caracteristica analitzada ha estat ’eficacia de cada agonista per induir
I’acumulacié d”*H-InsPs i de [3 H]CDP-DAG en preséncia de Li*, dos respostes que deriven
directament de la hidrolisi dels fosfoinositids per la PLC. El Li* en una concentracié de 5-
20 mM inhibeix acompetitivament dos enzims del metabolisme de 1’Ins1,4,5P;: ’inositol
monofosfatasa i I’inositol polifosfat 1-fosfatasa.. De resultes d’aquesta inhibicid, a
I’estimular la PLC en preséncia d’aquest i0, es trenca el cicle dels fosfoinositids i, per tant,
s’acumulen els InsPs i, com a conseqiiéncia de la manca d’inositol, el CDP-DAG. Aixd
permet adoptar dues estratégies a I’hora de determinar I’activitat PLC: a) mesurar
I’acumulaci6 dels *H-InsPs del metabolisme de I’*H-Ins1,4,5P5 amb teixits premarcats amb
*H]Inositol o b) determinar I’acumulacié del [’HJCDP-DAG provinent del reciclatge de
1’[3 H]DAG, marcant préviament el teixit amb [3H]citidina. La primera metodologia esta

ampliament acceptada com a un reflex directe de ’activitat de la PLC. Pero 1’acumulacié
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del [*’HJCDP-DAG té el problema de dependre d’altres factors a part de la intensitat de
Pestimulacié de la PLC per receptors, com ara la concentracié d’inositol lliure i les
caracteristiques del seu transport intracellular. Aixi, si la célllula té elevades
concentracions d’inositol lliure en estat basal, el H]JCDP-DAG, enlloc d’acumular-se,
s’uneix a aquest formant *H-PtdIns.

Als cultius de CGC, I’agonista dels receptors muscarinics Cch, i els agonsites dels
receptors metabotropics del glutamat, el 1.5,3R-ACPD iel Glu, en preséncia d’antagonstes
ionotropics, provoquen una acumulacié de [PHJCDP-DAG amb una poténcia similar a la
mostrada per ’acumulacié dels *H-InsPs. Aquest fet suggereix que aquestes neurones
tenen només una petita reserva d’inositol lliure i que, per tant, la determinacié del
PH]CDP-DAG acumulat és un bon reflex de I’activitat PLC. Aquesta hipotesi estaria
corroborada per dades publicades per altres autors que han observat una acumulaci6 al llarg
del temps similar pels *H-InsPs i [3H]CDP-DAG (Gray et al.,, 1994) i han determinat
I’acumulacié de [PHJCDP-DAG a diferents concentracions extracel-lulars d’inositol (Del
Rio et al., 1996). A més a més, els primers han comprovat que les neurones granulars
tenen una capacitat d’acumular inositol intracel-lular inferior a la d’altres cultius neuronals.

Tots els agonistes estudiats tenen la capacitat de provocar I’acumulaci6 d’’H-InsPs,
fet que també es descriu a la bibliografia pel Cch (Xu and Chuang, 1987b; Whitmam et al.,
1991) pel Glu (Nicoletti et al, 1986;Wrobleswski et al., 1987), per I’endotelina (Lin et al.,
1990a; Chﬁang et al., 1991), i per la NA, HA i la 5-HT (Xu and Chuang, 1987a;Dillon-
Carter and Chuang, 1989). L’eficacia dels diferents agonistes per a acumular InsPs pero, no
¢€s igual. Aixi, mentres el Cch, els agonistes dels mGluRs, Glu i 15,3R-ACPD i ’ET-1
tenen una eficacia alta d’estimulacié de la PLC, essent el primer 1’agonista més eficag, la
NA, HA i 5-HT, mostren una baixa eficacia. per altra banda, cal destacar que també
existeixen diferéncies en el perfil de I’acumulacié al llarg del temps.

En contrast amb aixd, no es pot dir que tots els esmentats agonistes estimulin
significativament 1’acumulacié de [PH]CDP-DAG en cultius primaris de neurones
granulars de cerebel. Aixi, pel Cch, la 5-HT, el Glu i el t-ACPD es detecten nivells de
[’H]JCDP-DAG significativament superiors als que es produeixen en condicions basals,
mentre que l’eficacia de ’ET-1, NA i HA és practicament nul-la. Aquests resultats
reafirmen, i alhora amplien, les dades publicades per Del Rio et al. (1996), on no es detecta

acumulacié de CDP-DAG per la NA ni per la HA, pero si per la 5-HT i el Cch. Per aquest
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ltim agonista, hem trobat una acumulacié de CDP-DAG molt superior al basal, resultat
que coincideix totalment amb els descrits per Gray et al. (1994).

Si es comparen les acumulacions de *H-InsPs i [P’H]JCDP-DAG pel Cch, la 5-HT, el
Glu, el t-ACPD, I’ET-1, la NA i I’HA, i referim els resultats obtinguts al cas del Cch,
s’observa com els dos primers tenen una relacié de produccié de [PHJCDP-DAG i *H-
InsPs semblant mentre que, per la resta d’agonistes la relacié és molt més inferior, fet que
indica que I’acumulacié de [PH]JCDP-DAG és menor a la dels H-InsPs. Agquesta
classificacié dels neurotransmissors estudiats en dos grups segons la seva habilitat
d’acumular CDP-DAG vers InsPs es correlaciona perfectament amb els resultats obtinguts
en miniprismes d’escorga cerebral de rata (Sarri et al., 1995). Per tant, es dona suport a la
idea de que €s una caracteritica dependent del receptor i no del teixit, ja que el
comportament de cada agonista es reprodueix a preparacions de teixit diferents. D’acord
amb les propostes de I’esmentat treball (Sarri et al., 1995) aquestes diferénices poden ser
degudes a un reciclatge defectiu del DAG a CDP-DAG.en el cas dels receptors de NA, HA,
ET-1 i mGluRs. Donat que l’estimulacié d’aquests receptors no activa la PLC en
preparacions de membranes cerebrals en preséncia d’analegs. no hidrolitzables de GTP,
s’ha proposat que en el teixit intacte I’activacié de la PLC podria ser secundaria a una
entrada de Ca®*(Sarri et al., 1995). Consegiientment, hem estudiat la dependéncia de les
dues acumulacions, *H-InsPs i [3H]CDP-DAG, al Ca®* extracel-lular.

Per altra banda, la preséncia al tamp6 de reaccié d’una concentracié d’EGTA que
anul'li casi completament el Ca®* extracel'lular d’aquest medi suposa una completa
inhibicié de I’acumulacié d’InsPs induida pels diferents agonistes, fet que reflacteix la
necessitat d’uns nivells minims en la concentracié de Ca®*, per tal de que actui i s’activi la
PLC, d’acord amb conclusions d’altres autors (Del Rio et al., 1994). Ara bé, quan en el
tamp6 de reaccié tenim una concentracié de Ca®* inferior a 1 uM perd no nulla (tamp
nominalment lliure de Ca®", pero sense EGTA), la PLC pot ser estimulada per Cch, Glu i
ET-1, tot i que la magnitud de la resposta és menor a la enregistrada quan el tampé de
reaccid té CaCl, 1,3 mM. La sensibilitat al Ca®" extracel-lular en I’acumulacié dels *H-
InsPs i en la del PH]CDP-DAG ¢és molt similar pel Glu perd no pel Cch. Aixi, aquest ultim
agonista presenta una acumulacié d’*H-InsPs més sensible al Ca®* extracel-lular, almenys
en condicions d’esimtimulacié prolongada.

La regulacié de I’activitat PLC pel Ca** extracel-lular en CGC, perd, no sembla ser

deguda a un possible influxe de Ca®* induit per activacid dels receptors de membrana i el
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seu conseqiient increment de la concentracié de [Ca¥], ja que una preincubaci6 de les
cél-lules amb inhibidors de canals de Ca** inéspeciﬁcs o dels canals de Ca®* depenents de
voltatge de ’entrada de Ca*, no efecta a I’estimulacié de PLC per Cch ni Glu. En aquesta
linia estarien les dades publicades per del Rio et al., (1994) que mostren com en cultius de
CGC madurs, I’estimulacié de la PLC per Cch no és sensible a increments en la [Ca®*].
induits pel ionofor ionomicina, perd si que ho és a increments en la [Ca®']. quan es
produeix sota condicions despolaritzants. Aixi, doncs, cal considerar la possibilitat de que
el Ca®’" extracel'lular reguli 1’activitat PLC a través de mecanismes més complexos i
atipics, com ara la modulacié dels nivells de Ca®** dels reservoris intracel-lulars o la
possibilitat de que el Ca®*, a més de ’agonista, activi directament el receptor modulant-ne
la seva activitat, tal i com ha estat proposat pels mGluR1a en linies cel-lulars (Kubo et al.,
1998; Saunders et al., 1998). Aix0, perd, es discuteix més endavant, en relacié en els
mecanismes de regulaci6 de la PLC activada per Cch i Glu.

Per altra banda, aquesta modulacié del Ca** en la producci6 de [’H]CDP-DAG ii
*H-InsPs en cultius primaris de neurones granulars no es correspon amb la descrita per
miniprismes d’escorga cerebral (Claro et al., 1993a), en els quals la sensibilitat al
Ca**extracel-lular dels dos senyals és similar en el cas dels receptors muscarinics. Per tant,
es pot dir que el Ca®" influeix en les acumulacions de *H-InsPs i [PH]CDP-DAG per
activacié de la PLC per un receptor de manera diferent segons el teixit on es produeixi
aquesta resposta. Aquesta observacid no és sorprenent ja que els diferents tipus cel-lulars
poden expressar diferents elements de la transduccié del senyal, com ara diferents
isoenzims de la PLC amb diferent sensibilitat al Ca®*, difererits proteines G o factors
citosolics no identificats que regulin aquesta activitat o diferents elements de ’homeostasi
dle Ca* .En aquest context, i com s’ha discutit préviament (Claro et al., 93a; Sarri et al.,
1995), si diferents receptors activen diferents isoenzims de la PLC, aquests, a més de
mostrar possibles diferénices de sensibilitat al Ca®*, poden tenir diferent localitzacié a la
cel'lula i generar DAG en llcos diferents amb diferent eficacia en la formacié de CDP-
DAG.

La segona caracteristica estudiada ha estat la ruta preferent del metabolisme de
I'[’H]Ins1,4,5P; associada a P’estimulacié de la PLC pels diferents agonistes. Aixi, s’ha
determinat I’acumulacié dels *H-InsPs individuals separats per HPLC. En condicions

basals, els nivells d’[’H]Ins1P sén superiors als de [*H]Ins4P+[*H]Ins1,4P5; pero després
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d’estimular les cél-lules durant 30 minuts amb Cch i Glu aquesta relaci6 s’inverteix, ja que
I’acumulacié de 1’[3H]InslP no incrementa molt, perd si que es registren grans augments
en I’acumulaci6 dels altres dos intermediaris (de 10 a 12 vegades pel Cch i d’unes 8
vegades pel Glu). Estimulacions amb Cch per6 de 10 min resulten en increments petits en
els nivells d’Ins1P i acumulacions d’Ins4P+Ins1,4P, de 8 a 10 vegades superiors a les
basals. Per altra banda, els agonistes que tenen menor eficacia en estimular la PLC, com ara
I’ET-1, la 5-HT, la NA i el 15,3R-ACPD, no potencien molt la via de desfosforilacié i, per
tant, I’acumulacié de 1’[3H]InslP continua essent predominant. El conjunt de totes aquestes
dades, per tant, permet afirmar que el metabolisme de I'[’H]Ins1,4,5P; format per
estimulacio de la PLC per Cch i Glu, perd no pels altres agonistes, es produeix
majoritariament per desfosforilacié i és dependent del temps. Resultats semblants han estat
descrits anterioment en estimulacions amb Cch durant 1-10 minuts (Gray et al., 1995).
Aquests autors apunten la hipotesi que, en I’estimulaci6 del Cch, i per analogia amb la del
Glu, inicialment s’augmentaria enormement el metabolisme de 1’Ins1,4,5P; iniciat per
desfosforilacié i que més tard es desencadenaria una lleugera potenciacié de la via de
fosforilacid, perd sense que es poguessin registrar nivells d’acumulacié dels intermediaris
d’aquesta ruta semblants als de la desfosforilacio.

Per altra banda, s’observa que el Ca®* modula ambdues vies d’aquest
metabolisme, encara que no ben bé igual. La via de fosforilacié és inhibida per omissi6 del
Ca®* extracel lular d’una manera semblant en condicions basals i per estimulacié amb tots
els agonistes, mentre que la via de desfosforilacié presenta diferent sensibilitat al Ca**
depenent del neurotransmissor, essent de nou el Cch el que mostra una major inhibicié al
baixar el Ca®" extracel-lular. En linies generals, perd, la disminucio és superior per la via de
desfosforilacié que per la de fosforilacid, i conseqiientment el log ((Ins1,4P,+Ins4P)/Ins1P)
es fa més petit per a tots els agonistes.

Les dades dels estudis de la determinaci6 dels InsPs globals acumulats per activaci6
de la PLC i les del perfil dels diferents InsPs individuals de resultes de la mateixa
estimulacio, tan a altes com baixes concentracions de CaZ* extracel-lular, mostren com hi
ha una bona correlacié entre les acumulacions d’Ins4P+Ins1,4P; i I’eficacia d’estimulacio
associada a cada agonista, mentre que els nivells d’Ins 1P no reflexen aquesta estimulacio.
Aquests resultats estan d’acord amb dades prévies de la literatura que suggereixen que en

CGC, el metabolisme de 1’Ins1,4,5P; estimulat per receptors dona lloc preferencialment a

I’'Ins4P (Hynie et al., 1989).
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Calculant el log((Ins4P+Ins1,4P,)/Ins1P) i comparant els resultats amb els
obtinguts en miniprismes d’escor¢a cerebral (Sarri et al.,, 1995) s’observa una absoluta
desavinenga. En els miniprismes, el Cch -aixi com la 5-HT- acumula més intermediaris de
la ruta de fosforilacid i la NA, HA, ET-1 1 el t-ACPD més els de la desfosforilacid. A més a
més, el log ((Ins1,4P,+Ins4P)/Ins1P) dels segons depén del Ca®* extracel.lular fet que no
succeix pel Cch ni 5-HT. Una possible explicacié d’aquestes diferéncies entre les dues
preparacions biologiques caldria buscar-la en els nivells baixos d’expressié de I’'mRNA
que codifica per la Ins1,4,5P; 3-quinasa, responsable de la fosforilacié de I’Ins1,4,5P; a
Ins1,3,4,5P4, en neurones granulars (Mailleux et al., 1991). Altres estudis demostren com
activitat de la Ins1,4,5P; 3-quinasa al cervell de rata és molt baixa al naixement i va
incrementant fins a aconseguir nivells d’activitat elevats en ’edat adulta (Heacock et al.,
1990; Gray et al., 1995). Per tant, s’evidencia que la ruta preferent del metabolisme de
I'Ins1,4,5P; és una caracteristica molt dependent del teixit, aixi com també de 1’estadi de
desenvolupament de ’animal, ja que aquests factors determinen 1’expressié i I’activitat
dels enzims implicats en aquest metabolisme. Les nostres dades, a més, indiquen que,
almenys en neurones granulars de cerebel, la ruta preferent del metabolisme de I’Ins1,4,5P;
no sembla un index que tingui relacié amb el mecanisme d’activacié de la PLC.

Pel que fa referénica a la sensibilitat al Ca®* extracel-lular, desconeixem els
mecanismes pels quals el Ca®* modularia el metabolisme de I’InsP1,4,5P;. Si es té en
compte que la Ins1,4,5P3;- 3 quinasa és un enzim modulat per calci/calmodulina, pero no la
inositol polifosfat 5 fosfatasa, s’hauria d’esperar que la disminucié de la concentraci6
d’aquest i6 inhibis la fosforilacio de I’Ins1,4,5P3 ( i, per tant, I’acumulacié de 1’Ins1P)
potenciant la seva desfosforilacié (i I’acumulacié de I’'Ins4P i Ins1,4P;). Els resultats
mostren com, en neurones granulars i en miniprismes d’escorga cerebral, passa justament
el contrari, fet que indica que poden haver-hi altres mecanismes d’intervencié del calci
encara no caracteritzats. De totes maneres, en CGC, com que existeix una bona relacié
entre ’acumulacié de I’Ins4P i Insl,4P, i ’activitat PLC, es pot considerar que la
disminucié de ’acumulacié d’aquest intermediaris per abséncia de Ca®* és degut a una
disminucié en I’estimulacié de la PLC.

Finalment, cal tenir present que I’acumulacié d’aquests InsPs podriea també ser
deguda a la hidrolisi del PtdIns que dona Ins1P, i a la del PtdIns4P que origina Ins1,4P,. De
totes maneres, en neurones granulars i en altres ceéllules intactes, es considera molt

improbable que la PLC actui sobre els PtdIns (Whitham et al., 1991; Claro et al., 1993b;
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Gray et al., 1995) tot i que el fet de que no hagi estat inequivocament demostrat fa que no

es pugui excloure del tot aquesta possibilitat.

Per investigar si les diferents caracteristiques de [’activacié de la PLC es
correlacionen amb diferents mecanismes d’activacio hem fet un estudi inicial determinant
la capacitat de diferents receptors per estimular la PLC via proteina G, en membranes de
neurones granulars. Els agonistes escollits per a aquest estudi han estat el Cch, el Glu i
’ET-1, ja que sén els que tenen més eficacia en acumular *H-InsPs i alhora presenten
caracteristiques de la resposta diferents, tant en I’habilitat d’acumular CDP-DAG vers
InsPs com en el metabolisme de 1’Ins1,4,5Ps. Els resultats obtinguts no ens permeten trobar
diferéncies significatives en ’estimulacié induida pels tres agonistes, per contra del que
succeeix en cel-lules senceres, ja que tot els agonistes potencien I’estimulacio de la PLC
per GTPyS amb la mateixa eficacia. Aquests resultats també contrasten amb els trobats en
membranes d’escorga cerebral, ja que en aquestes preparacions es detecta estimulacié de la
PLC pel Cch i la 5-HT amb GTPyS, perd no pels altres agonistes, com ara I’ET-1 o el
1S,3R-ACPD (Sarri et al., 1995). Es a dir, la capacitat de determinats agonistes com ara
I’endotelina o els mGluRs, per activar la PLC directament en membranes depén de la
preparacié biologica de la que procedeixen les cél-lules.En altres paraules, els mecanismes
d’activacié de la PLC per un receptor poden variar amb el teixit.

Aquests resultats mostren com, en CGC, els receptors muscarinics, el mGluRs i els
receptors de ’ET estimulen la PLC via proteines G, i que la diferent eficacia d’estimulacio
de la PLC en cél-lules per part d’aquests receptors, i possiblement les caracteristiques de la
resposta que desencadenen depenen de la integritat cel-lular. Es a dir, estem davant una
evidencia clara que els mGluRs i sobretot els receptors muscarinics activen la PLC per
acoblament directe a través d’una proteina G perd també a través d’un altre mecanisme que
podria ser secundari. Es poden considerar moltes hipotesis sobre la naturalesa d’aquest
mecanisme. Considerant que el Ca®* a concentracions de ’ordre de micromolar és capag
d’activar la PLC en membranes i homogenats cel'lulars, fet que demostra que les CGC
expressen isoenzims de la PLC sensibles a aquest i6; es podria pensar amb una potenciacio
de I’estimulacié de la PLC per Cch i Glu deguda a un augment de la [Ca®']. com a
conseqiiéncia d’un influx de Ca®*. De totes maneres, aquest procés sembla poc probable ja
que, tal i com s’ha dit abans, diferents inhibidors de Pentrada de Ca®* no efecten aquestes

respostes. Per altra banda, el fet de que I’eficacia dels agonistes dels receptors muscarinics
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sigui regulada merament per factors citoplasmatics, sembla poc probable car ’estimulacié
de la PLC per Cch en homogenats és molt semblant a I’observada en membranes en les
mateixes condicions experimentals, tot i que s’ha descrit que diferents antagonistes dels
subtipus m; i mj3 tenen una major selectivitat en cel-lules intactes que en membranes
(Saunders et al., 1995). Finalment dir que també es pot excloure I’heteregoneitat cel-lular
dels culius com a responsable de les diferéncies entre receptors, ja que les estimulacions de
la PLC per Cch i Glu en astrocits de cerebel, cel-lules més nombroses als cultius després de
les neurones granulars pero inferiors al 5 % del total, son molt petites.

Es conclou per tant, que les neurones granulars de cerebel tenen mecanismes
complexos que permeten regular ’activacié de la PLC per diferents receptors. L’estudi
d’aquests processos de senyalitzacié cel-lular ha estat abordat en aquest treball i es

discuteix a continuacio.
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2. Els receptors muscarinics i mGluRs responsables de I'activacié de la PLC

i els senyals de Ca** en cultius primaris de CGC

Els cultius primaris de CGC expressen molts receptors de neurotransmissors
acoblats a la PLC, tal i com esta publicat a la bibliografia i ho demostren les nostres dades,
anteriorment presentades i discutides. L’estudi els mecanismes d’activacid i regulacié per
receptors GPCRs, els muscarinics de ’acetilcolina i els mGluRs, ha estat un dels principals
objectius d’aquest treball. Tanmateix, al tractar-se d’un cultiu primari, cal una prévia
caracteritzacio6 dels receptors implicats en aquestes respostes.

Esta ampliament demostrat i acceptat que, en cultius de CGC de rata, el receptor m3
és el responsable de 1’estimulacié de la PLC i els senyals de Ca®" induits pels diferents
agonistes dels receptors muscarincs (Whitham et al., 1991). Ara bé, en cultius primaris de
CGC de cerebel de ratoli s’ha descrit una gran densitat de receptors muscarinics de
I’acetilcolina, els quals poden activar la PLC de forma secundaria a I’entrada de  Ca**
(Didier et al., 1995). Nosaltres, pero, descartem que [’activacié de la PLC per Cch en els
nostres cultius de CGC de cerebel de rata, sigui deguda a ambdos tipus de receptors ja que
I’addicié d’atropina, un antagonista dels receptors metabotropics, inhibeix totalment
I’acumulaci6 d’InsPs, tal i com varen descriure per primera vegada Xu i Chuang, (1987b).
A més a més, també hem despreciat la possibilitat que la gran estimulacié produida pel Cch
en neurones granulars de cerebel sigui deguda a una activacié addicional per alliberament
de Glu, ja que antagonistes dels mGluRs i iGluRs no tenen efecte sobre la resposta del
Cch. -

Eixisteixen dades de la bibliografia sobre la identitat molecular del mGluR del grup
I responsable de I’activacié de la PLC i els senyals de Ca*, Aquestes, perd, sén
contradictories i reflecteixen una variabilitat de 1’expressié i funcionalitat d’aquests
receptors en funcié de les condicions i edat del cultiu. Per tant, hem estudiat I’expressié
d’aquests mGluRs del grup I en CGC durant el desenvolupament del culiu i hem
determinat la seva participaci(’)‘ en I’estimulacié de la PLC i en la mobilitzacié de Ca®* per
Glu als 9 DIV. Utilitzant anticossos policlonals hem demostrat com els receptors
mGluRla i mGluR5 s’expressen en aquestes cél-lules. L’expressié del mGluRla es
manté constant en les diferents DIV del cultiu, mentre que els nivells de proteina
corresponents al mGluRS5 incrementen amb el temps en cultiu. La possibilitat de que

I'increment d’expressié d’aquest ultim receptor sigui deguda en part a una proliferacié de

175



Discussid

céllules glials en el cultiu no pot ésser excluida, i més si es considera que els astrocits
expressen predominantment el mGluRS (Balézs et al., 1997; Condorelli et al., 1997).

Patrons d’expressio diferents han estat descrits per altres autors que han estudiat tan
els nivells dels mARN com la proteina d’aquests receptors. Aixi, Aronica et al. (1993) han
mostrat com els nivells dels mARN del mGluR1 presenta un pic als 4 DIV seguit d’una
progressiva disminucié, mentre que Prézeau et al. (1994) han detectat mARN
corresponents al mGluR1 perd no al mGIuRS als 10 DIV. Per altra banda, Copani et al.
(1998) han descrit una expressié proteica del mGIluRS amb un maxim als 4 DIV i només
han detectat mGluR1 a partir dels 8 DIV, en cultius de CGC crescuts amb condicions
despolaritzants (KCl 25 mM). Els nostres resultats, perd, estan d’acord parcialment amb
Santi et al. (1994), els quals mostren uns nivells de mARN de mGluRla relativament
constants al llarg del desenvolupament del culiu, amb ’excepci6 dels 9 DIV, i nivells de
mARN de mGIluRS creixent amb el temps in vitro i atribuits a un increment en una
subpoblacié de cé¢l-lules de Golgi contaminants.

Davant el fet de que els culitus de CGC expressen mGluRloe i mGluRS, hem
realitzat una caracteritzacié farmacologica de I’estimulacio de la PLC i el senyal de Ca**
per saber el grau d’implicacié d’ambdds receptors en aquestes respostes als 9 DIV. Els
nostres resultats mostren com 1’ordre dels agonistes segons la seva poténcia en activar la
PLC (Quis>DHPG>1S,3R-ACPD>Glu) és igual al descrit en cultius de CGC als 4 DIV per
alguns d’aquests agonistes (Toms et al., 1995) i correspon a la descita per les respostes
mitjangades pels mGluRs del grup I en varies preparacions de teixit neriviés (Conn i Pin,
1997; Sacaan et al., 1998; Schoepp et al., 1999; Servitja et al., 1999) i pel mGluR1lo en
linies cel-lulars (Aramori i Nakanishi, 1992). Per altra banda, I’acumulacié d’>H-InsPs
induida pel Glu a una conentracié proxima a la seva ECsy (100 pM) és inhibida pels
compostos MCPG i AIDA, que presenten un antagonisme preferencial sobre les accions
del Glu mitjangades pel mGluR1 (Brabet et al., 1995; Moroni et al., 1997), i el CPCCOEt,
antagonista no competitiu selectiu pel mGluR1 (Hermans et al., 1998b), amb unes ICsy que
suggereixen la participacié unica del mGluR1 (Schoepp et al., 1999). Alhora, I’agonista
selectiu pel mGluR5 CHPG (Doherty et al., 1997) és incapa¢ d’estimular la PLC mentre
que els recentment sintetitzats antanogistes selectius del mGluR5, MPEP i SIB-1893
(Gasparini et al., 1999; Varney et al., 1999) no poden inhibir la resposta del Glu 100 uM a
una ICso especifica pel mGluRS. Totes aquestes dades, per tant, mostren com en culius de

CGC als 9 DIV el mGluR1 pero no el mGluRS estimula la PLC.
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Els estudis farmacologics de la resposta de Ca®* induida per receptors mGluRs en
cultius de CGC predespolaritzats permet arribar a la mateixa conclusid, ja que tots els
agonistes menys el CHPG sén capagos d’incrementar la [Ca’*]. en un determinat
percentatge de cél-lules presespolaritzades i la resposta del Glu en aquestes condicions és
inhibida pel CPCCOEt. A més a més, el senyal de Ca®* en forma d’un tnic pic induit ple
Glu, Quis, DHPG i 15,3R-ACPD es correspon més amb els increments de [Ca2+]c descrits
per linies cel-lulars que expressen el mGluR1 que amb els que tenen lloc en cél-lules que
expressen el mGluRS (Kawabata et al., 1998).

El fet de que el mGIluRS5 no participi en les dues respostes mitjangades pel Glu
acabades d’esmentar indica que aquest receptor pot estar present en una forma inactiva.
Aix0 podria explicar-se per processos de desensibilitzacid sobre el mGIluRS pero6 no sobre
el mGluR1, com a resultes de la preséncia de Glu endogen, el qual és alliberat per les CGC
en les condicions en qué son cultivades (Gallo et al., 1987). Aquesta hipotesi, per tant,
consideraria que la desensibilitzacié d’ambdoés subtipus de mGluRs pugués donar-se a
través de mecanismes diferents per cada cas. Aixi, s’ha descrit que el receptor mGIuRS no
s’acopla amb la mateixa eficacia a la PLC que el receptor mGluR1 (Casabona et al., 1997)
1 conseqlientment, podria ser també que la desensibilitzacié d’aquest acoblament fos
diferent. Alhora, els diferents patrons dels increments de [Ca**]. induits per cada un dels
dos receptors en sistemes d’expressié heterdloga (Kuwabata et al., 1998) han estat
atribuits a una regulacié de la PKC sobre la resposta del mGIuR5 perd no sobre la del
mGluR1 (Nakanishi et al., 1998), fet que evidencia una diferent regulacié dels dos

receptors.
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3. Mecanismes d’activacié i regulacié de la PLC estimulada per receptors
m3 i mGluR1

3.1. Paper del Ca*" extracel-lularidel Ca* citosolic

Per estudiar els mecanismes d’activacié de la PLC per receptors muscarinics de
’acetilcolina i metabotropics del glutamat hem determinat I’activitat d’aquest sistema
efector mesurant I’acumulacié dels *H-InsPs després d’estimulacions d’1 min en preséncia
de LiCl 10 mM. L’activitat PLC també pot ser quantificada mesurant I’Ins1,4,5P; format,
perd, en cultius primaris de CGC D’estimulacié d’aquest sistema efector per receptors
muscarincs indueix una acumulacié transitoria caracteritzada per un pic inicial als 10 s
després de 1’addicio de ’agonista caracteritzat per ser unes tres vegades superior al basal i
disminuir progressivament fins arribar altra vegada aproximadament als nivells basals al
minut d’estimulacié (Whithman et el., 1991; Simpson et al., 1993; del Rio et al., 1998).
Aquesta resposta no pot ser modificada per la preséncia de Li" almenys fins 5 minuts
després de grans estimulacions de la PLC (del Rio et al., 1998). Per contra, tal i com hem
comentat repetitivament, 1’acumulacié dels *H-InsPs si que pot ser notablement
incrementada per la preséncia de LiCl, i la resposta resultant, fins i tot a 1 min
d’estimulacio, €s suficientment gran per permetre estudis quantitatius.

Les dades discutides en el primer apartat mostren com el Ca®* extracel-lular regula
I’estimulacié de la PLC per Cch i Glu de manera complexe. Per tal d’explorar aquesta
dependéncia del Ca®* primerament hem determinat els efectes de canvis en la concentraci6
de Ca** extracel'lular previs a l’estimulacié. Aixi, I’omissi6 i readdici6 de Ca**
extracel-lular resulta en canvis graduals en I’activacié de la PLC per Cch, perd implica una
rapida pérdua i recuperacio, respectivament, de la resposta induida pels mGluR1. Per tant,
aquests resultats mostren com 1’activaci6 de la PLC per Cch és dependent de la preséncia
de a** extracel'lular durant un temps abans de ’aplicacié de ’agonista mentre que la
mateixa resposta induida pels mGIluR1 necessita del Ca** extracellular durant
Pestimulaci6. Recentment s’ha demostrat que alguns mGluRs, entre ells el mGluR1a sén
activats no només pel Glu perd també per Ca®* extracel-lular (Saunders et al., 1998; Kubo
et al., 1998). Es tracta d’una regulacié directe del Ca®*" sobre el receptor i no d’una
modulaci6 de P’activitat PLC per entrada de Ca®* i ja s’han suggerit diferents llocs d’uni6

del mGluR1q al Ca* extracel-lular, tan a I’extrem N-terminal (Brown et al., 1993; Kubo et
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al., 1998) com fora d’aquest domini (Pshenichkin et al., 1999). Per tant, aquesta
necessaria preséncia de Ca®* extracellular en I’activacié de la PLC pel mGluRl1
juntament amb el fet de que en aquestes condicions no es produeix una entrada de Ca’*en
la gran majoria de CGC, constitueix una aportacié addicional a aquesta innovadora teoria
del Ca** com a coactivador dels mGluRs i que ha estat implicada en la mort neuronal en
processos d’isquémia, hipoglicémia i andxia (Saunders et al., 1998).

Les aproximacions experimentals anteriors també impliquen canvis petits perd
significants en la [Ca®*]., per tant, es podria considerar que I’activacio de la PLC per Cch i
Glu poden ser modulades per petits canvis en la [Ca’*]. . Aquesta conclusié ha estat
suggerida anteriorment en estudis amb els neuroblastomes SH-SYSY, pels quals ’activacid
de la PLC per receptors muscarinics pot ser augmentada per increments en la [Ca®™*].
resultat de la mobilitzacié de Ca®* itnracel-lular induida per ’agonista (Wojcekiewicz et
al., 1994; Willars i Nahorski, 1995b). Un mecanisme similar també va estar proposat per
del Rio et al. (1994), ja que van trobar una bona correlacié entre petits increments en la
[Ca*]. i la magnitud de I’estimulacié de la PLC per Cch en CGC despolarizades -quan el
Cch es coaplica amb KCI 20 mM- tot i que els mateixos autors reconeixen que aquesta
correlacié no es manté quan els increments de la [Ca®*]. sén deguts a un iondfor. Els
nostres resultats, perd, mostren una bona correlacid entre canvis en els nivells de [CaZJ']c i
I’estimulacié de la PLC per Glu perd no per Cch, ja que al treure el Ca®* extracel-lular es
produeix una lleugera i progressiva disminucié dels nivells de [Ca’*]. durant els 3
posteriors minuts perd mantenint-se constant després, i una addici6 de Ca®* després de 30
min en absénica de Ca®* extracellular resulta en una rapida recuperacié dels nivells de
Ca®* citosdlic inicials. Aquestes dades suggereixen que canvis en la [Ca®*]. regulen
I’estimulacié del PLC per Glu pero no per Cch en cultius de CGC madurs.

En resum podem concluir que ’activacié de la PLC per mGluR1 és dependent de la
preséncia de Ca?* extracel-lular durant lactivaci6, fet que podria ser degut a la
participacié d’aquest i6 com a coagonista del receptor, i regulada per increments de la
[Ca*] , factors que no tenen cap influéncia en l’activacié de la PLC per receptors
muscarinics. Tot i aixi, aquesta tltima resposta no es pot atribuir unicament a 1’acoblament

del receptor a proteines G.
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3.2. Els reservoris itracel-lulars de Ca*" il'activacié de la PLC per receptors
m3 i mGluR1

Hem estudiat la hipotesi de que els reservoris intracel-lulars de Ca?* regulin
Pestimulacié de la PLC per Cch i Glu. davant el fet que la preincubacié de les cél-lules
amb tampd KH sense Ca’* també resulta en una disminucié dels nivells de Ca®* dels
reservoris intracel-lulars, tal 1 com ho demostren les nostres dades amb ionomicina i com
ha estat suggerit per Fohrman et al. (1993). Les CGC en estat de repos, a I’igual que les
neurones d’hipocamp, tenen molt poc Ca®" en els reservoris intracel-lulars de Ca®* segons,
també, els nostres experiments amb ionomicina i el que altres autors (Irving i Collingridge,
1998) Per tant, per analizar com participen els reservoris intracel-lulars en I’estimulacié de
la PLC per receptors muscarinics i metabotropics hem determinat aquesta resposta sota
diferents condicions en CGC a les quals s’havia omplert préviament els reservoris
intracel-lulars de Ca®*. L’estratégia experimental que hem portat a terme ha estat
despolaritzar les cél-lules amb KCl 40 mM abans de la seva estimulacié. L’aplicacié de
ionomicina després d’aquest tractament permet assegurar que s’assoleixen nivells de Ca**
superiors dins dels reservoris, tal i com ja havia estat suggerit per altres autors (Murphy i
Miller, 1989; Irving et al., 1992a).

L’ompliment dels reservoris intracel-lulars de Ca®* és un requisit per observar senyals de
Ca** induides per Cch i Glu en la majoria de CGC cultivades a les nostres condicions. El
senyal de Ca®* que s’observa a I’estimular amb Cch les CGC predespolaritzades presenta
les mateixes caracteristiques temporals (increment rapid en forma de pic) i espaials
(simultani a tota la neurona) que el que és induit per Glu. Tot i aixi, la primera resposta és
independent del Ca®* extracel-lular i molt homogeénia entre CGC d’un mateix cultiu i CGC
de diferents cultius, mentre que la resposta induida pels receptors mGluR1 es veu reduida
per omissié del Ca®* extracel'lular durant I’estimulacié i és més heterogénia entre les
diferents CGC. Considerant que 1’expressio del mGluR1 -responsable de I’estimulaci6 de
la PLC i d’aquesta resposta de Ca®* en CGC- es manté constant durant el temps in vitro del
cultiu, perd que alhora s’ha descrit que ’activitat PLC és maxima als 4 DIV, es podria
relacionar el nombre de cel-lules en repds que responen, tan activant la PLC com induint
senyals de Ca®*, amb el nombre de receptors mGluR1 funcionalment actius a la membrana
cel'lular de les CGC. En aquest sentit, s’ha trobat que el- percentatge de cel-lules CHO

transfectades amb mGluR1a que responen a Quis €s funcié de I’expressié del receptor
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induida per pretractament amb IPTG (Hermans et al, 1998a).

Per tant, es dedueix que ambdés receptors tenen la capacitat de mobilitzar Ca®*
intracel-lular quan els reservoris intracel-lulars estan suficientment plens per donar-se
aquest procés, perd els receptors metabotrdpics, a més, poden induir entrada de Ca®*
xtracel-lular simultania a aquest procés, tal i com també s’ha observat pels receptors
muscarinics en cultius primaris de neurones d’hipocamp (Irving i Collingridge, 1998). Les
nostres dades sobre el senyal de Ca®* induit pels receptors muscarinics en CGC estan
d’acord amb les publicades per Fohman et al. (1993), pero discrepen amb les d’altres
autors que descriuren la capacitat de mobilitzar Ca®* per part d’aquests receptors sense
haver d’omplir els reservoris intracel-lulars préviament (Courtney i Nicholls 1992; Irving et
al., 1992a; Simpson et al., 1996). L’explicacié més logica per aquestes desavienencies
podrien trobar-se en les diferents condicions del cultiu de les CGC o en les diferents
aproximacions experimentals per la mesura de la [Ca®"]; que podrien efectar els nivells de
Ca® dels reservoris intracel-lulars. Aixi, recentment s’ha descrit que en cél-lules PC12 i en
neurones d’hipocamp en cultiu ’estat d’ompliment dels reservoris intracellulars de Ca**
pot augmentar la freqiiénica dels senyals elementals d’alliberaci6 intracel‘lular de Ca®* i
conseqiientment induir respostes globals (Koizumi et al., 1999). Per altra banda, resultats
diferents sobre I’habilitat dels receptors mGluRs en mobilitzar Ca* intracel-lular també
han tingut lloc. En aquest cas, pero, estan relacionats amb I’edat de cultiu ja que increments
en la [Ca®*]. en céllules en repos s’han observat en culius de CGC de 3-6 DIV (Courtney
i Nicholls, 1990; Pizzi et al., 1996; Simpson et al., 1996) perd només minoritariament en
cultius madurs de 7-9 DIV (Irving et al., 1992a,b; del Rio et al., 1999).

En CGC predespolaritzades, I’activacié de la PLC per Glu és aproximadament el 60
% més gran que en cél-lules en repds. Aquesta resposta és dependent de la preséncia de
Ca®* extracel'lular durant D’estimulacié ja que en la seva abséncia disminueix
aproximadament el 37 %. Hi ha per tant, una perfecte correlaci6 entre el senyal de Ca®" i
Pactivacié de la PLC pels mGIuR1, que es veu reforgada pel fet que un pretractament de
les cél-lules amb el quelant de Ca®* citoplasmatic i permeable a la membana BAPTA/AM
anul-la completament la primera resposta i disminueix la segona fins a una magnitud
equivalent a la que s’enregistra en neurones granulars no predespolaritzades.

Cal fer esment abans de tot, que diferents pretractaments amb BAPTA/AMde les
CGC en repds no modifiquen els nivells de [Ca®*]. basals, I’activitat PLC basal,

’estimulaci6 de la PLC per Glu i Cch en condicions de repds, ni impedeixen 1’ompliment
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de Ca®* dels reservoris intracel-lulars, tot i que si que es redueixen els increments de la
[Ca2+]c induits per la despolaritzaci6 cel-lular amb KCl 40 mM i logicament també es
disminueix I’activacié de la PLC deguda als augments de [Ca®*]. per aplicacié de KCI. Es
dedueix, conseqiientment que el BAPTA/AM, no interfereix en ’estat cel-lular en repos ni
impedeix I’ompliment dels reservoris de Ca®".

Les dades anteriors, per tant, tornen a subratllar el fet de que la [Ca®*]. regula
Iestimulacié de la PLC per Glu, perd a més permeten concloure que el Ca** luminal no
particia en aquesta resposta a no ser que sigui alliberat al citosol cel-lular. Alguns autors
han proposat que aquest alliberament de Ca®* dels reservoris intracellulars per part dels
mGluR1s en CGC es realitza a través dels RyR i de manera independent de la formacié
d’Ins1,4,5P; (del Rio et al., 1999), i altres autors han suggerit que, en CGC de ratoli, els
mGluRs faciliten un acoplament independent de la PLC entre els RyR i canals depenents
de voltatge de tipus L activats degut a condicions semidespolaritzants (Chavis et al., 1996).
Es tractaria d’un mecanisme similar al que té lloc en la contraccié de cél-lules musculars
(Rios i Brum, 1987; Nakai et al., 1996) i que sembla que també tindria lloc a altres
neurones com les del gangli dorsal (Crawford et al., 1997). En aquest context nosaltres
aportem dades que mostren com la rianodina inhibeix la potenciacié de I’estimulacié de la
PLC per mGluR1 deguda a lincrement de la [Ca®]. que t& lloc en CGC
predespolaritzades. Es confirma per tant, que les RyR estan implicats en la transducci6 de
senyals intracel-lulars induits pels mGluR1. Per altra banda, també s’ha mostrat com en
CGC I’activacié de la PLC perd no el senyal de Ca’* induit per agonistes dels mGluRs és
sensible a la toxina pertussis (del Rio et al., 1999). Considerant que les nostres dades
demostren que ambdues respostes estan mitjangades pel mateix receptor, el mGluR1, es

pot suggerir I’activacio d’aquest receptor implica el seu acoblament a diferents proteines G
| responsables d’induir Pactivacié de la PLC i senyals de Ca® per vies separades.
L’habilitat dels receptors mGluRlo a acoblar-se a proteines G sensibles a la toxina
pertussis (Gi/o) i alhora a proteines insenibles a aquesta toxina ja ha estat hipotitzada
anteriorment en cél-lules de ronyé de hamster jove (BHK) transfectades amb aquest
receptor (Carruthers et al., 1997).

Per altra banda, sota aquestes condicions per les quals els diposits intracel-lulars de
Ca®* estan més plens i per tant el receptors son capagos de mobilitzar Ca®* intracel'lular,
’estimulacié de la PLC per Cch es veu potenciada un 80 %, i a diferéncia de la resposta

induida per Glu, aquesta implificacié ¢€s independent de la preséncia de Ca®* extracellular
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durant I’estimulaci¢ i d’un pretractament de les neurones amb BAPTA/AM. Aquesta
ultima condicié, perd, anul-la totalment la mobilitzacié de Ca?* induida pel Cch i per tant
es demostra que la major estimulacié de la PLC per receptors muscarinics en cél-lules amb
els reservoris intracel-lulars més plens de Ca®*, no és degut a un increment de la [Ca®".,
sind al propi fet de que hi hagi més Ca** luminal.

Evidéncies addicionals de la implicaicé de la importancia dels nivells de Ca** dels
reservoris intracel-lulars I’aporten els efectes de dos compostos moduladors del ses estat
d’ompliment. La cafeina i, en menys extensid, la thapsigargina disminueixen 1’alliberament
de Ca?" dels reservoris induit per la ionomicina i alhora redueixen I’activacié de la PLC per
Cch. En CGC, s’ha demostrat que la thapsigargina inhibeix els senyals de Ca®" induits pel
Cch (Courtney i Nicholls, 1992, Irving et al., 1992a; Fohrman et al., 1993; Simpson et al.,
1996) i que la cafeina allibera Ca®** dels reservoris intracel-lulars (Irving et al., 1992b;
Simpson et al., 1996), perd també s’ha suggerit que existeix una solapament entre els
reservoris intracel-Lulars de Ca®* sensibles a ambdés, thapsigargina i cafeina (Irving et al.,
1992b; Simpson et al., 1993,1994,1996). Sense despreciar la preséncia i participaci6é en
aquesta resposta de reservoris intracel-lulars de Ca®" insensibles a a la thapsigargina i la
cafeina, existents en ce€lllules no neuronals (Pizzo et al.,, 1997), ni tampoc efectes
secundaris de la cafeina tals com la inhibicié directa sobre la PLC possible en cél-lules
pancreatiques (Toescu et al., 1992), podem ressaltar que els nostres resultats mostren com
cada un dels dos esmentats compostos produeix una diferent magnitud de depletacid dels
reservoris intracel-lulars i aixo es tradueix en una diferent reduccié de I’estimulacié de la
PLC per Cch. Per tant, podem afirmar que els nivells de Ca®* dels reservoris intracel-Lulars
regulen la transduccié d’aquesta resposta intracel-lular. \

Els reservoris intracel-lulars de Ca®* poden participar de diferents maneres en la
senyalitzacié i en la funcionalitat cel-lular en general. Aixi, tal i com el seu nom indica,
inicialment es pensava que la seva funcié exclusiva era la d’actuar com a reservoris. de
Ca® alliberant-lo inmediatament després de determinades senyals cel-lulars per tal de
potenciar i transmetre respostes (Berridge i Irving, 1989). Més endavant, pero, es va
demostrar que també poden actuar com a magatzems guardant Ca’* i alliberant-lo més tard,
fet que dota a les cél-lules d’una espécie de memoria que els hi permet respondre de forma
simultania a un conjunt de senyals successives previes (Simpson et al., 1995; Berridge,
1998). Perd a més, els reservoris intracel-lulars de Ca®* poden regular proceésos cel-lulars

de manera independent al Ca®' citosolic, és a dir, el Ca®" luminal pot actuar com a
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senyalitzador sense la necessitat de ser alliberat o recaptat del citosol cel-lular. Cada vegada
es coneixen més funcions i processos cel-lulars regulats pel contingut de Ca®* de dins els
reservoris, entre els quals cal destacar I'entrada capacitativa de Ca®* -I’induccié d’un
influxe de Ca®" extracel lular degut a nivells baixos de Ca?* dels reservoris intracel-lulars-
(Berridge, 1995), la induccié de ’expressio génica (Gissel et al., 1997), la inhibicié de la
sintesis proteica i el trafic intermembranal de proteines (Pashen et al., 1996), la inhibici6 de
la PLA, insensible a Ca** (Nowatzke et al., 1998), entre d’altres (Meldonesi i Pozzan,
1998; Alvarez et al., 1999). Els mecanismes responsables d’aquesta regulacié de diferents
processos per part del Ca** luminal, perd, sén pel moment molt desconeguts i només per
I’entrada capacitativa de Ca®" s’han apuntat diferents hipdtesis que impliquen varis
elements, com ara missatgers endogens que poden comunicar 1’estat d’ompliment dels
reservoris intracel-lulars de Ca®* als canals de Ca®" localitzats a la membrana plasmatica
(Fassolato et al., 1994; Berridge, 1997; Barrit 1999).

El present treball constitueix la primera evidéncia a la literatura de la regulacié de
I’activitat PLC per part dels nivells de Ca®* dels reservoris intracel-lulars tan en neurones
com en altres sistemes cel-lulars, perd alhora s’enmarca dintre les noves filosofies que per
una banda giiestionen la relaci entre increments en la [Ca®*]. com a causa i conseqiiéncia
universal de ’estimulacié de la PLC, i per altra atribueixen al ER i a altres reservoris
intracel-lulars de Ca*" funcions extramadament especifiques, especialtitzades i de gran
importancia pels diferents processos, ja siguin tan per a la viabilitat com per a la mort
cel'lulars (Berridge 1998; Bootman et al., 1999).

Desconeixem el mecanisme d’aquesta regulacié per part del Ca®* luminal de
’activacio de la PLC per receptors muscarinics, tot i que varies hipotesis sén possibles.
Aixi, a part de I’existéncia a les CGC d’un element mediador i difusible dins la c¢l-lula, el
mecanisme podria implicar un complexe de senyalitzacié que podria comportar 1’activaci6
d’isoenzims de la PLC capagos de sensar els nivells de Ca®* dels reservoris intracel-lulars i
els quals no participarien en respostes mitjangades per altres receptors. Aquest fet seria
consistent en la gran diferéncia entre CGC intactes i membranes d’aquestes neurones en la
magnitud d’estimulacié de la PLC per Cch, i amb el fet de que en aquestes tltimes
preparacions bioldgiques, perd en les primeres, I’activacié de la PLC per Cch és similar a
la d’altres receptors. Alhora, les nostres dades mostren com !’estimulacié dels cultius de
CGC de 9 DIV amb Cch indueix un moviment de les molécules de la PLC-B1 citosoliques

a la membrana, fet que es podria representar una activacié d’aquestes molécules. Per tant,
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segons aquesta hipotesi i sense descartar altres isoenzims, la PLC-f 1 podria ser una
candidata a ser un isoenzim de la PLC estimulat per receptors muscarinics i tenir capacitat
de sensar els nivells de Ca®" extracel-lular. Tot i aixi, cal tenir present que estem fent
moltes especulacions i es necessiten estudis posteriors per confirmar-ho.

Independentment del mecanisme, la modulacié de I’estimualcié de la PLC per Cch
per part dels reservoris intracel-lulars de Ca®* pot ajudar a regular la quantitat d’Ins1,4,5P;
format i pot constituir un mecanisme d’encreuament entre 1’estimulacié muscarinica i
altres estimuls mobilitzadors de Ca®*. Alhora, cal tenir present que I’estat d’ompliment dels
reservoris intracel-lulars de Ca®* determina la mobilitzacié de Ca®* intracel-lular per part
dels receptors muscarinics, tot i que en aquest cas, els senyals de Ca’* induits per Cch, a
I’igual que els induits per Glu, només depenen de si hi ha suficient Ca®" als reservoris per
ser alliberat.

El conjunt de totes aquestes dades, per tant, indiquen que els mecanismes
regulatoris de I’activacié de la PLC per agonistes depenen del receptor implicat, almenys
en cultius de CGC. La base per aquesta diferéncia la desconeixem, pero es podria especular
que diferents isoenzims de la PLC, amb diferent sensibilitat al Ca®* i regulats de diferent
manera, podrien estar implicats en la transducci6 del senyal per part dels receptors m3 i
mGluR1 ja que els nostres analisis d’expressié proteica mostren com els cultius de CGC
madurs expressen els isoenzims PLC-B1, -B2, -B3, -B4, -61, -62, -yl i -y2. Aquesta hipotesi
ha estat suggerida per Irving et al. (1992) en CGC, mentre que Kim et al. (1997) han
demostrat que en ratolins transgénics els receptors muscarinics estan acoblats
majoritariament a la PLC-B1 a I’escorga cerebral i a I’hipocamp i els mGluRs a la PLC-p4

al cerebel
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1. La relacié entre les acumulacions d°H-InsPs i [PH]JCDP-DAG degudes a
l'activacié de la PLC per diferents agonistes de receptors acoblats a proteines G és una
caracteristica que sembla dependre més del tipus de receptor que del teixit, tipus de
preparacié o estadi de desenvolupament, ja que el comportament de cada agonista es
similar en cultius de neurones granulars de cerebel i en miniprismes d’escorga cerebral

d’animal adult.

2. En neurones granulars hi ha una bona correlacié entre les acumulacions
d'[*H]Ins4P+[*H]Ins1,4P, -procedents de la desfosforilacié de I'’H]Ins1,4,5P;- i l'eficacia
d'estimulacié de la PLC associada a cada agonista, mentre que els nivells d'[*H]Ins1P -
resultant de la via de fosforilacié de I'°H]Ins1,4,5P3- no donen informaci6 sobre aquesta
estimulacié. Aquests resultats divergeixen dels descrits anteriorment en miniprismes
d’escorga cerebral fet que indica que el metabolisme de I'’H]Insl,4,5P; és una

caracteristica depenent del teixit, aixi com de l'estadi de desenvolupament de l'animal.

3. L'activacio de la PLC per un determinat receptor i el metabolime de 1’ Ins1,4,5P;
format sén modulats de manera diferent pel Ca®* extracellular dependent del teixit on es
produeixi la resposta. A més a més, canvis en la concentracié extracel-lular d’aquest 16

influeixen de manera diferent en l'activacié de la PLC per diferents agonistes.

4. A diferénica del que s’ha observat en estudis previs en el teixit cerebral intacte,
en neuornes granulars en cultius, les caracteristiques estudiades de ’activaci6 de la PLC
(relacié entre les acumulacions d’H-InsPs i [PH]CDP-DAG i relacié entre les
acumulacions dels inositols fosfats corresponents a diferents vies del metabolisme de
I’Ins1,4,5P;) no es correlacionen amb el mecanisme d’activacié de la PLC, ja que agonistes
amb caracteristiques marcadament diferents, activen la PLC mitjangant la participacid

d’una proteina G en preparacions membranals.
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5. La similar eficacia dels receptors muscarinics, de I’ endotelina i mGluRs en
estimular la PLC en preparacions membranals de neurones granulars de cerebel, en contrast
amb les grans diferénices trobades en cél-lules senceres, indiquen que en aquest dltim cas
hi ha mecanismes reguladors que potencien la resposta, almenys en el cas dels receptors

muscarinics i mGluRs.

6. Els cultius primaris de CGC expressen els receptors mGIluR1a i mGluRS, essent
I’expressio del primer constant i la del segon creixent amb el temps in vifro de cultiu.
Malgrat aix0, en cultius madurs només el receptor mGluR1 és resposable de I’activacié de
la PLC i el senyal de Ca®* induits per diferents agonistes dels mGluRs. En aquestes

respostes semblen participar-hi els RyR.

7. Els nivells de Ca®" dels reservoris intracel'lulars en la gran majoria de neurones
granulars de cerebel en repos sén molt baixos, aixd fa que el seu ompliment sigui un
requisit per tal de que diferents receptors, entre ells els muscarinics de ’actetilcolina i
metabotropics del glutamat, puguin induir senyals de Ca®*. Aquestes respostes de Ca’"
tenen les mateixes caracteristiques temporals i espaials perd estan induides a través de
diferents mecanismes, contemplant una possible entrada de Ca** extracel'lular en Ia

resposta mitjangada pels mGluRs.

8. En cultius primaris de CGC, I’estimulacié de la PLC per receptors muscarinics i
mGluRs és regulada de manera diferent pel Ca’*. Aixi, Iactivacié de la PLC pels
mGluR s és depenent de la preséncia de Ca®* extracel-lular durant I’estimulaci6 i altament
sensible a canvis moderats en la [Ca®*]. , mentre que I’estimulacié de la PLC per receptors

muscarinics és regulada pel contingut de Ca®* dels reservoris intracel-lulars.

9. Els cultius de CGC madurs expressen els diferents isoenzims de la PLC: B1, B2,
B3, B4, 81, 62, y1 i y2. La PLC-B1 estd majoritariament associada a la membrana, i
estimulacions curtes amb Cch produeixen una rapida translocacié a la membrana de la

quasi totalitat de I’isoenzim.
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Intracellular Ca®* Stores Regulate Muscarinic Receptor
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Roser Masgrau, Joan-Marc Servitja, Elisabet Sarri, *Kenneth W. Young, *Stefan R. Nahorski,
and Fernando Picatoste

Departament de Bioquimica t Biologia Molecular, Faculiar de Medicina, Universitat Autdnoma de Barcelona, Bellaterra
(Barcelona), Catalonta, Spain, and *Department of Cell Physiology and Pharmacology, Medical Science Building,
University of Leicester, Leicester, England

Abstract: Muscarinic receptor activation of phosphotno-
sitide phospholipase C (PLC) has been examined In rat
cerebellar granule cells under conditions that modify in-
tracellular Ca?™* stores Exposure of cells to medium de-
void of Ca2~ for various times reduced carbachol stimu-
lation of PLC with a substantial loss (88%) seen at 30 min.
A progressive recovery of responses was observed fol-
lowing the reexposure of cells to Ca?*-containing me-
dium (1 3 mM) However, these changes did not appear
to result exclusively from changes in the cytosolic Ca2*
concentration ([Ca2*]), which decreased to a lower
steady level (~25 nM decrease in 1-3 min after extracel-
lular omission) and rapidly returned (within 1 min) to con-
trol values when extracellular Ca?* was restored. Only
after loading of the intracellular Ca%* stores through a
transient 1-min depolanzation of cerebellar granule cells
with 40 mM KCl, followed by washing in nondepolarizing
buffer, was carbachol able to mobilize intracellular Ca2*.
However, the same treatment resulted in an 80% en-
hancement of carbachol activation of PLC. In other ex-
periments, partial depletion of the Ca%* stores by pre-
treatment of cells with thapsigargin and caffetine resulted
In an inhibition (18 and 52%, respectively) of the PLC
response Furthermore, chelation of cytosolic Ca2* with
BAPTA/AM did not influence muscarimic activation of
PLC n either the control or predepolanzed cells. These
conditions, however, inhibited both the increase In
(Ca?~), and the PLC activation elicited by 40 mM KCl and
abolished carbachol-induced intracellular Ca?* release in
predepolanzed cells Overall, these results suggest that
muscarinic receptor activation of PLC in cerebellar gran-
ule cells can be modulated by changes in the loading
state of the Ca®?* stores Key Words: Phosphclipase
C—Ca?~ stores—Muscarinic receptors—Cerebellar
granule cells

J Neurochem 74, 818-826 (2000).

In the nervous uissue, sumulation of phosphoinositide
phospholipase C (PLC) may be elicited by a wide variety
of neurotransmutter receptors (Fisher et al., 1992). This
response leads to the generation of diacylglycerol, which
stumulates several 1soenzymes of protemn kinase C and
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inositol 1,4,5-trisphosphate (Insl,4,5,-P;), which mobi-
lizes Ca?* from intracellular stores Agomist sumulation
of PLC has been shown to be Ca*-dependent 1n several
receptor systems, and the significance of such signalling
in excitable cells has been outlined recently (Simpson
et al., 1995; Berridge, 1998).

Cerebellar granule cells i primary culture express
several neurotransmitter receptors coupled to PLC acti-
vation and have been used as a neuronal mode! system to
study the charactenstics of this signalling pathway
(Nicoletti et al.,, 1986; Xu and Chuang, 1987; Dillon-
Carter and Chuang, 1989; Lin et al, 1990a) In these
cells, muscarinic cholinergic receptors of the M subtype
(Whitham et al., 1991) elicit a robust PLC response that
is dependent on extracellular Ca?* (Lin et al., 1990b; del
Rio et al., 1994; Lin and Wang, 1996) Depolanzaton of
these cells with high K* concentrauons results in extra-
cellular Ca®* entry (Ciardo and Meldolesi, 1991; Irving
etal., 19924a,b; Fohrman et al., 1993; del Rio et al , 1994)
and synergistic potentiation of muscannic acuvauon of
PLC (del Rio et al., 1994) Under these condinions. del
Rio et al. (1994) have reported a correlaton between
small increases of cytosolic free Ca’* concentratons
([Ca®*],) and the potentiation of PLC activanon, sug-
gesting a high Ca®* sensiuvity of the stmulated PLC
This correlation, however, 1s not maintained when Ca?*
entry is triggered by a Ca* 10nophore, raising the pos-
sibility that factors other than increased [Ca®*], could be
involved in the Ca®* dependency of muscannic stimu-
lation of PLC.
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Ca”~ STORES REGULATE PHOSPHOLIPASE C ACTIVATION 819

Although muscarimic receptor activation can mobilize
Ca*~ fiom intracellular stores in cerebellar granule cells,
some discrepant results have been reported. Several au-
thors have shown that. under nondepolanzing conditions,
muscarinic agomsts eheit a rapid and transient increase
of [Ca” ), due 10 intracellular Ca?* mobilization (Court-
ney and Nicholls. 1992: Irving et al., 1992a; Simpson
et al.. 1996) Other authors, however, observed this re-
sponse only after a previous period of high K* depolar-
1zation (Fohrman et al.. 1993). which triggers Ca?* entry
and allows the replenishment of intracellular Ca?* stores
{Murphy and Miller. 1989). Under such conditions, ag-
omist-induced Ca”~ mobilization becomes independent
of extracellular Ca*~ and dependent on the filling state of
the intracetlular Ca®* stores.

In this work. we have determined the effect of differ-
ent condinons that modify either the levels of stored
Ca*~ or the [Ca"~), on carbachol (Cchj-stimulated PLC.
These included lowering of stored Ca** by preincuba-
uon i low extracetlular Ca®~. thapsigargn, or caffeine,
flling ot the stores by a previous depolanzaton. and
treatment with the cvtosolic Ca®* chelator 1.2-bis(o-
anmunophenony lethane-A VN N'-tetraaceuc  acid  ace-
oy methy I ester (BAPTA/AM) Our results suggest that
changes in the levels of Ca®* in the intracellular stores
can modulate muscarinic receptor activation of PLC in
cerebellar granule cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Experiments were pertormed on primary cerebellar granule
cell cultures prepared from 7-8-day-old rats. In brief, rats were
decapitated and cerebella immediately dissected out. After me-
ninges and blood \essels were removed, the tissue was minced
and ncubated for 10 min at 37°C i1n Ca®*-free Krebs—-Ringer
buffer contaiming 0 0025% trypsin Cells were then mechani-
cally tnturated through a fine-polished glass prpette and filtered
through a 40-um nvlon mesh in the presence of 0.52 mg/ml
soybean trypsin inhibitor and 170 TU/m] DNase  After centnf-
ugauion (300 g). cells were plated on poly-L-lysine-precoated
plates or glass covershps at ¢ density ot 15 X 10% viable
cells/ml. respectively. in basal medium Eagle, supplemented
with 10 tetal calt «erum. 33 mM glucose. 2 mM glutamine. 50
[IU/ml pemicilhin. SO pg/ml streptomycin, and 25 mM KCl
After 24 h. cyvtosine arabinoside was added to a final concen-
tration of 10 uM to prevent ghal celt proliferauon. Cultres
were incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 5%
C0./95% air and used after 8-9 days in vitro

Determination of PLC activity

PLC activity was assayed by measuring the accumulation of
*H-labeled inosutol mono- and polyphosphates (*H-InsPs) in
the presence of 10 mM LiCl. Cerebellar granule cell monolay-
ers 1n 24.well plates were prelabeled with 2 uCi/ml myo-
("H}inosttol tor 24 h. Media were then removed, and cells were
washed and incubated for 30 min in Krebs-HenseleivHEPES
{KH) buffer in mM NaCl 113, KCl 4 7, KH,PO, 1.2, MgSO,
1 2. NaHCO, 25. glucose, 11, and HEPES 5, with or without
CaCl, 1.3 added. pH 7 @ equihibrated with 5% Q,/95% CQ, at
37°Cy Omussion of CaCl,in the KH buffer resulted in extra-
cellular Ca®" concentraions ot <1 pM as Auorimetrically

7/

assessed with fura-2 Buffer was then aspirated. and cells were
incubated for | min with 05 m! of buffer containipg 10 s
LiCl with or without agomst When appropriate cefls weee
preincubated for 20 min with antagonists or vther compounds
before the addition of agonists. and these compounds were aiso
present during stimulation Reactions were terminated with () %
ml of ice-cold methanol. cells were then scraped and trans-
ferred to test tubes with 0 9 ml of chloroform, and two phases
were generated by adding 075 ml of 017 mM HCl After a
5-min centnfugation at 2,000 g. 1-ml aliquots of the aqueous
phases were neutralized with 1.5 M NH,OH and applied 10 2
Dowex (AG1-X8) formate column ‘H-InsPs were eluted with
9 ml of | M ammonium formate/0 | M formic acid and counted
by liquid scintillation spectrometry as described previousls
(Claro et a} . 1993) The organic phases containing 'H-InsPs
were washed with | 55 mi of methanol/water (1 1. vol/vol, and
0.2-mi aliquots were also counted for radicacuvity  Accumu-
lation of ‘H-InsPs was calculated as the percentage ot 'H-
lipids. Staustical significances were evdluated by analy<is of
variance followed by Dunnett’s test for multiple compari<ans
using the SAS statisucal package Sigmfeance was hved at
p <00S

[Ca®*),

Experiments were performed with cercbellar granule el
monolayers grown on glass coverships Inbnef culture medium
was removed and cells loaded with the Ca” ~ indicator fura-2 by
bathing them 1n a KH buffer containing 2 uM fura-2/AM for 60
min at room temperature. Cells were then rinsed and the co:-
erslips mounted on the stage of a Nikon Diaphot invented
epifluorescence microscope When cells were loaded with both
fura-2 and BAPTA, BAPTA/AM was added From this point.
cells were maintained 1n KH buffer at 37°C After excutation at
340 and 380 nm. fluorescent images at wavelengths ot >310
nm were collected with an intensified charge-coupled device
camera (Photonic Science), and the 340/380 ranos were con-
verted to approximated Ca?* concentrations using the Applied
Imaging Quanticell 700 System A calibration curve was per-
formed according to the method of Grynkiewicz et al 71985
When [Ca®"}, levels were esumated. 20-25 cells were ana-
lyzed 1n each culture, and the mean values from difierent
cultures were averaged

Materials

Cch chlonde. fura-2/AM. tryvpsine sovbean trypsin inhib-
tor. DNase 1. and poly-L-lysine were purchased trom Sigma
lonomycin free acid was trom Calbiochem and BAPT AsaM
thapsigargin, and caffeine were from Aleais Biochemicals
myo-('H}Inosutol was from Amersham. and ail celi culture
media and reagents were from GIBCO Life Technologies
Other chemicals used were of analyucal grade

RESULTS

Effect of changes of extracellular Ca2* on Cch and
K* stimulation of PLC ‘
Stimulation of myo-[*Hlinositol-labelled cerebellar
granule cells with | mM Cch for 1 min in the presence of
10 mM LiCl resulted tn an increased accumulation of
3H-InsPs (3.5-4 0-fold of basal). The addition of LiCl at
the same time as Cch was found to be effective allowing
the accumulation of *H-InsPs, because in 1ts presence the
net Cch response was amplified more than threefold (in
the presence of LiCl: basal. 3.54 = 0.21 dpm of

J Neurochem \ol ~4 No 2 2000
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’

3H-1nsPs/100 dpm of *H-lipids, and Cch, 12 10 = 0 88,
in the absence of LiCl] basal, 2 93 = 0 12, and Cch, 5 50
= 058, n = 3) The Ca?* dependency of this response
was first studied by determining the time course of the
effects of changing the extracellular Ca?* After culture
medium was removed, cells were maintatned for 30 min
in KH buffer contaiming 13 mM Ca?* The KH buffer
was then replaced with a nomunally Ca®*-free KH buffer
and, after different ume 1ntervals, cells were stimulated
with 1 mM Cch for | min As shown in Fig 1A, the
extent of the response decreased 1n the absence of Ca®*
The omussion of added Ca?* dunng a 30-min preincu-
bation and a subsequent l-min stimulation resulted in a
marked decrease of the Cch effect (880 £ 5 0% reduc-
tion, n = 3) Under these conditions, stimulation for 1
min at various tume intervals after replacement of the
Ca®*-free medium with a buffer contaiming 13 mM
Ca®" resulted 1n a progressive recovery of the Cch re-
sponse that, after 3 min, was not sigmficantly different
from that shown by control cells preincubated and stim-
ulated 1n the presence of extracellular Ca?* (Fig 1B) In
all expeniments, cells were left equilibrating with the
replacing medium for at least 1 min before Cch addition,
and, in subsequent expenments, stimulations were al-
ways performed 1 min after medium replacement

The above manipulations were found to result in small
changes of [Ca®"), in single cerebellar granule cells
monitored using fura-2 fluonmewy (Fig 2) Average
values of {Ca®*], under the different condiions were
697 = 21 nM 1n cells preincubated 1n the presence of
1 3 mM extracellular Ca®?* and 519 = 38,470 = 43,
and 439 = 40 aM 1, 3, and 10 mun, respectively, after
replacement of the medium with a Ca?*-free buffer (n
= 3) After 30 mun in a Ca®*-free medium, [Ca®*}, was
447 = 30 nM and restoration of extracellular Ca®*
raised {Ca®*], values to 753 £ 40 nM (n = 3) 1n <|}
mun. after which they remained

In contrast to the Cch response, the activation of PLC
by a I-min stimulation with 40 mM K™ (2 54 = 0 30-
fold over basal, n = 3) was totally dependent on the
presence of extracellular Ca®* (Fig 3) However, PLC
acuvation due to high K™ was not reduced significantly
by a 30-min preincubation of the cells in the absence of
Ca®~ These results are consistent with the suggestion
that high K™ acuvates PLC as a consequence of depo-
lanzaton-induced Ca®* entry and (Ca?*], elevation

Effect of changes in intracellular Ca?* stores on
Cch stimulation of PLC

The relationship between intracellular Ca®* stores and
the Cch stimulation of PLC was first studied by measur-
ing the effect of a previous filling of the stores by a
transient depolanization In agreement with previous re-
ports (Connor et al, 1987, Murphy and Miller, 1989,
Irving et al . 19924, Simpson et al, 1993), 40 mM K*
ehcited a peak of {Ca?"), increase followed by a plateau
that dechned rapidly to basal levels after returning the
K~ concentration 10 59 mM (Fig 4A) This treatment,
which has been considered to fill the intracellular Ca2*
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FIG. 1. Extracellular Ca?* dependency of Cch stimutation of
PLC A: myo-[PH]Inositol-labelled cells were maintained for 30
min in a KH buffer containing 1 3 mM Ca2?~ The cells were then
stimulated with 1 mM Cch for 1 min erther in the presence of 1 3
mM Ca?* (+Ca?*) or in a Ca?~-free KH buffer {(-Ca?~) In the
latter case, cells were maintained for different time intervals in
the absence of Ca?* before the agonist and LiCl addition B
Labelled cells were preincubated for 30 min in a Ca?~-free KH
bufter and stimulated for 1 min in either the absence (-Ca?~) or
presence of 1 3 mM Ca2* (+Ca?") In the latter case cells were
treated with agonist and LiICI after leaving them for different time
intervals In 13 mM Ca?* KH buffer In each experiment cell
samples corresponding to both expernimental conditions (A and
B) were from the same tissue culture Resuits are expressed as
3H-InsPs accumnulated as a percentage of H-lipids n each
sample and are the means = SEM from three independent
experiments performed in triplicate “Cch effect significantly dif-
ferent from the response shown by celis preincubated and stim-
ulated in the presence of 13 mM Ca?~ (p < 0 05)

stores (Murphy and Miller, 1989, Irving et al . 1992a)
allowed Cch to evoke a small and bnef {Ca®~], increase
(Fig 4A), which was independent of extracellular Ca*~
(Fig 4B), as previously shown by Fohrman et al (1993)
This muscannic response was observed only 1n some
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FIG. 2. Effect of changes of extracellular Ca?* on [Ca?*), in
single cerebellar granule cells. Cells were initially maintained in
KH buffer containing 1.3 mM Ca?*, The medium was replaced
with a Ca?~-free butfer (—~Ca?*) and, after 30 min, changed
again to a Ca?--containing medium (+Ca?*). The trace corre-
sponds to an individual cell and is representative of 25 different
imaged cells. Similar results were obtained in three independent
cultures.

nonpredepolarized cells in one of 10 different cultures
analysed and then only in a very few cells.

The effect of predepolarization on the Cch activation
of PLC was determined following a scheme similar to
that used in the Ca’*-mobilization studies. After a 30-
min preincubation, cells were treated for 1 min with 40
mM K* and the medium replaced with KH buffer eon-
taining 5.9 mM K*. One minute later, cells were stimu-
lated with 1 mM Cch for | min in the same medium in
the presence of LiCl. The absence of LiCl during the
treatment with 40 mM K* prevented the accumulation of
*H-InsPs at that stage (basal, 2.90 = 0.30% of *H-lipids;
40 mM K™, 3.80 = 0.60% of 3H-lipids; n = 3). As
shown in Fig. 5, the previous depolarization resulted in

~80% increase of the Cch response. This effect was -

largely independent of the presence of extracellular Ca®*
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FIG. 3. Extracellular Ca?* dependency of K* stimulation of PLC.
Cells were preincubated for 30 min in a KH buffer with or without
1.3 mM Ca?~ and stimulated with 40 mM KCl for 1 min in either
the absence (—Ca?") or presence of 1.3 mM Ca?* (+Ca?*). LiCl
was added to a final concentration of 10 mM at the same ime as
KCi. Results are expressed as ?H-InsPs accumulated as a per-
centage of 3H-lipids in each sample and are the means = SEM
from three independent experiments performed in triplicate. *K*
effect significantly different from that shown by cells preincu-
bated and stimulated in the presence of 1.3 mM Ca2* (p < 0.01).
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FIG. 4. Effect of Cch on [Ca?"], before and after a transient
depolanzation with 40 mM K-. A: Cells were challenged for 1
min with 1 mM Cch before and after a transient depolarization
with 40 mM KCI. Extracellular Ca?~ was present in all the steps
B: Cells were stimulated with 1 mM Cch for 1 min before and
after a transient depolarization with 40 mM KCI, but during the
second Cch addition extracellular Ca?* was omitted, as indi-
cated in the figure. The traces are from individual cells represen-
tative of 25 different cells analyzed. Similar results were obtained
in six independent cultures.

during stimulation and was not found when depolanza-
tion was achieved in the absence of Ca?*.

The Ca®* content of the intracellular Ca%* stores can
also be modified by agents such as thapsigargin, which
inhibits the endoplasmic reticulum Ca®* pump. and caf-
feine, which triggers Ca2* release through ryanodine
receptors (Inesi and Sagara, 1994; Simpson et al., 1995;
Taylor and Broad, 1998). A 20-min pretreatment with
thapsigargin (10 M) or caffeine (10 mM) in a Ca®~-
containing medium lowered significantly the Cch $tum-
ulation of PLC (Fig. 6).

Effect of BAPTA/AM on the response to Cch
and K*

The role of intracellular free Ca?™ in PLC activation
by Cch was studied with the cell-permeant Ca*>~ chelator
BAPTA/AM (Tsien, 1980). We determined the K™ -in-
duced *H-InsPs accumulation to vernify the effects of this

J Neurochem, Vol 74 No 2 2000
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FIG. 5. Effect of a previous K~ depolarization on
Cch stimulation of PLC. Gells were preincubated for

Control cells Predepolarized cells 30 min in KH buffer and treated for 1 min with 5.9

v . mM K* (control cells) or 40 mM K~ (predepolarized

204 I sl cells)..T_he medium was then replaced with KH buffer
“ =3ceh containing 5.9 mM K* and, 1 min later, 1 mM Cch

1
H-InsPs

(% of 'H-Iipuds)

and 10 mM LiC! were added for 1 min in the same
medium. Preincubation, predepolarization, and
stimulation were performed in either the presence
(+Ca?*) or the absence (~Ca?") of 1.3 mM extra-
cellular Ca?* as indicated. Results are the means
* SEM from four independent experiments per-
formed in triplicate. “Responses significantly differ-
ent from that found in the respective cells preincu-
bated and stimulated in the presence of external

30 min preincubation Ca oCal .Ca¥ Ca? oo +CaF Gt Cat Ca?* in both control and predepotarized cells {p
1min predepolarization N . . +Ca¥ +Ca¥ G .Ca¥ < 0.05). *"Responses shown by predepolanzed cells
Sumuation -Ca' .Ca? «Ca' .Ca? “Ca¥ .Ca¥ +Cal -Ca¥ that are significantly different from control cells pre-

chelator on the activation of PLC elicited by increased
[Ca*~],. This response was attenuated significantly by
preincubation of the cells with 30 uM BAPTA/AM for
20 or 60 min and totally abolished when the chelator
concentration was increased to 90 uM (Fig. 7). In con-
trast, the stimulation of PLC by Cch was much more
resistant to the chelator treatment, being inhibited only
after 60 min in the presence of 90 uM BAPTA/AM.
On the other hand, treatment of the cells with 30 uM
BAPTA/AM for 20 min did not change the basal [Ca*],
levels (73.0 = 9.1 nM in BAPTA/AM-treated cells, n
= 3). but notably decreased both the peak and plateau of
[Ca®~}, elevation elicited by 40 mM K™, slowed the
decay of [Ca®"], after the normal K* concentration was
restored, and suppressed the Cch-induced Ca?* mobili-
zation 1n predepolarized cells (Fig. 8A). This treatment,
however. had no effect on the potentiation of the Cch
stimulation of PLC achieved by a previous depolariza-

154 W Basal
3 Ceh

J_

‘H-lnsis
(*s 0t IH-hplds)

Control ~Tg + Caf

FIG. 6. Effect of modulation of intracellular Ca?* stores on Cch
stimulation of PLC. Cells were preincubated for 20 min with
either 10 uM thapsigargin (Tg) or 10 mM caffeine (Caf} and
stimulated with 1 mM Cch for 1 min in KH buffer containing 1.3
mM extracellular €a2~. Results are the means = SEM from four
independent experiments performed In tnplicate. *Cch re-
spcsnses significantly different from that of control cells (p
<009
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incubated and stimulated in the presence of external
Ca?* (p < 005).

tion (Fig. 8B), indicating that this potentiation does not
depend on the increase of [Ca?*), resulting from intra-
cellular Ca?* release.

Estimation of the filling state of the intracellular
Ca** stores

To verify the effect of the different experimental con-
ditions on the filling state of intracellular Ca®~ stores,
fura-2-loaded cells were subjected to the corresponding
treatments and then exposed to 2 uM 1onomycin | mun
after the extracellular Ca®* was omitted. These condi-
tions result in transient [Ca2*], increases as a conse-
quence of the release of stored Ca’". and the extent of
this effect, measured as the net increase achieved in the
peak of [Ca?*], elevation, has been proposed to reflect
indirectly the filling state of the intracellular stores
(Montero et al.,, 1990). As shown in Fig. 9. the net
[Ca?*), increase elicited by ionomycin was almost abol-
ished (87.7 = 6.1% of reduction) by a 30-min preincu-
bation in the absence of extracellular Ca~. whereas 1t

. Bacal
12 3N
CCeh

'H-insPs
(% of 'H-lps)

Contral 30uM 30 M W uM WM
20 mn 60 min mn, & in
BAPTA AM

FIG. 7. Effect of intracellular Ca2~ chelation with BAPTA/AM on
the Cch and K* stimulation of PLC. Cells were incubated in a
Ca?*-containing medium without {control) or with BAPTA/AM at
the concentrations and for the tmes indicated in the figure and
then stimulated for 1 min with etther 40 mM K- or 1 mM Cch
Results are the means + SEM from three independent experi-
ments performed In triplicate. “Effect 1s sigmficantly cifferent
from that shown by the respective control cells (p < 0 05)
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FIG. 8. Effect of BAPTA/AM on Cch-elicited Ca?* mobilization
and PLC activation in predepolarized cells. A: After fura-2/AM
was removed, cells were preincubated with (solid line) or without
(dotted hine) 30 wM BAPTA/AM for 20 min, treated for 1 min with
40 mM K-, and, after 1 min in $ @ mM K=, stimulated for 1 min
with 1 mM Cch. The traces are from individual cells representa-
tive of 25 different cells. Similar results were obtained in three
independent cuitures. B: The same protocol was followed to
assay the activation of PLC, but 10 mM LiCl was added together
with Cch. Results are the means = SEM from three independent
expenments performed In triphicate.

was enhanced after store refilling by a previous 1-min
exposure to 40 mM K™ (83.6 = 8.0% of increase), in
agreement with the expected effects of both treatmerits
on the level of stored Ca?*. Preincubation for 20 min
with either 10 mM caffeine or 10 puM thapsigargin also
reduced the ionomycin response, although to a different
extent (48.5 = 10.1 and 204 * 8.9% reduction by
caffeine and thapsigargin, respectively), suggesting that
a different degree of store depletion 1s achieved by both
conditions.

In contrast, the effect of a previous depolarization with
40 mM K* on the Ca®* stores in cells preincubated with
30 uM BAPTA/AM could not be studied directly by the
above procedure. Therefore, it was estimated indirectly
by measuring the effect of ionomycin after a 1-min
exposure to 10 mM K™ because this condition resulted in
an increase of [Ca®"], similar to that observed in
BAPTA-loaded cells exposed to 40 mM K* (189 = 45
and 180 = 17 nM, respectively) The [Ca?*), increase
elicited by rwonomycin was sirmular after preincubation

with either 40 or 10 mM K™, indicating a similar degree
of store filling in both cases.

DISCUSSION

In this study, PLC activation has been determined by
measuring the accumulation of *H-InsPs after |-min
stimulations in the presence of 10 mM LiCl. PLC can
also be assayed by measuring the formation of Insl.4.5-
P,. However, in primary cultures of cerebellar granule
cells, muscarinic stimulation causes a transient steady-
state increase of Ins1,4,5-P, that peaks 10 s after agonist
application, reaching no more than twofold of basal
levels and declining to basal in ~5 min (Whitham et al .
1991; Simpson et al.. 1993; del Rio et al. 1998) This
response is not modified by LiCl for at least 5 mun after
large PLC stimulations (del Rio et al., 1998). In contrast.
the muscarnic-stimulated accumulation of *H-InsPs.
which shows a similar twofold increase after a 1-min
stimulation with Cch, can be notably enhanced by LiCl
thus resulting in a greater response range for quantitauve
studies.

We have explored the possibility of a modulatory role
of intracellular Ca** stores on the Cch stimulation of
PLC in cultured cerebellar granule cells by performing
experimental manipulations that modify the Ca?* con-
tent of these stores. Omussion of extracellular Ca®* low-
ered the Cch activation of PLC, whereas addition of
external Ca®* to cells preincubated in its absence re-
sulted in a time-dependent recovery of the response.
These results indrcate that. in addition to an extracellular
Ca?* requirement during stimulation, the Cch response
is dependent on the presence of Ca’" for some time
before agonist application. As the same treatments also
evoked minor but significant changes of [Ca?”], the

.o
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FIG. 9. Estimation of the filing state of the Ca?" stores. Fura-
2-preloaded cells were washed for 1 min with Ca?~-free buffer
and exposed to 2 uM ionomycin after a 30-min incubation of the
cells in the presence (control) or in the absence of Ca2- (-Ca?"),
a 1-min predepolanzation with KCi at 40 or 10 mM (pre-K-}, or
a 20-min preincubation with either 10 uM thapsigargmn (Tg) or 10
mM caffeine (Caf). The average net increases of [Ca?~], over the
initial value (before the apphication of the Ca?™ ionophore) of
20-25 cells were measured, and the means = SEM of three
independent experiments were calculated [n = 4 for control and
pre-K* (40 mM)] *Significantly different from control cells (p
< 0.05). ""Significantly different from control cells (p < 0 01).
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above results could be tnterpreted as reflecting a possible
effect of small vanauons of {Ca2*], on the Cch response
This conclusion was suggested previously in studies us-
ing SH-SYS5Y neuroblastoma cells, tn which agomist
activation of PLC was proposed to be enhanced by the
increase of [Ca®*], resulung from agomist-induced intra-
cellular Ca?* mobilizaton (Wojeikiewicz et al, 1994,
Wllars and Nahorski, 1995) A similar mechamism was
also proposed by del Rio et al (1994), who found a good
correlation between relauvely small {Ca®*], increases
and the extent of Cch activation of PLC 1n depolarized
cerebeilar granule cells, although this correlation was
less consistent when [Ca?*), was increased with a Ca®*
ionophore Our present results however do not show
such a good correlation when companng the Cch stm-
ulauon of PLC and the levels of [Ca?*], after extracel-
lular Ca®>~ changes Muscannic PLC activation was
much lower after 30 mun than after 3-10 min 1n a
Ca®"-free medium, whereas the [Caz"]I level was simi-
lar at both umes, and [Ca®"), recovered more rapidly
than the PLC response when extracellular Ca?* was
restored Moreover, chelation of cytosolic Ca* by pre-
incubation with BAPTA/AM under conditions resulting
in mhibition of the K*-induced [Ca®*), increase and
PLC activation had no effect on Cch-stimulated accumu-
laion of *H-InsPs More notably, in predepolanzed cells,
where Cch induced the mobilization of stored Ca?* and
the PLC response was potentiated, treatment with
BAPTA/AM abolished the Cch-elicited [Ca?*], increase,
but did not change the PLC activation, indicating that the
enhancement of this response did not result from an
agomist-induced (Ca® ™}, increase The resistance of mus-
carinic activation of PLC to inhibition by conditions that
are efficiently chelating the intracellular free Ca?* sug-
gests that factors other than merely the changes n
[Caz‘]I are involved 1n the regulation of the muscarinic
activation of PLC

As deprivation or restoration of external Ca?* resulted
in depleton or refilhing of the internal stores, respec-
uvely an alternative possibility may be that the intracel-
lular Ca?~ stores regulate the Cch response This inter-
pretauon was supported by the effect of increasing the
Ca’~ content of the intracellular stores on the Cch re-
sponses Release of stored Ca’* by ionomycin was 1n-
creased by a brief K™ depolanzation, indicating that this
treatment increased the level of stored Ca?* as previ-
ously proposed (Murphy and Miller, 1989, Irving et al ,
1992a) In agreement with Fohrman et al (1993), we
found that this treatment was a prerequisite to observe
Cch induced Ca?* mobilization 1n these cells As this
signal was unaffected by the omussion of extracellular
Ca'~ during sumulation and no [Ca?*}, increase was
tound in nonpredepolanized cells we conclude that Cch
does not direct intrinsic Ca®™ entry Similar results have
been reported recently in cultured hippocampal neurons
where Ca?™ mobilizatnon by Cch was not observed un-
less Ca?* stores'were allowed to refill by a mild K*
depolanizauon (Irving and Colhingridge, 1998) On the
other hand loading of the intracellular Ca®* stores en-
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hanced Cch stimulanion of PLC, which under these
conditions, became independent of extracellular Ca®~

Addiuonal evidence of an involvement of Ca*~ stores
was given by the effects of Ca?”-store modulators
Treatment with either thapsigargin or caffeine lowered
the 1onomycin-elicited release of stored Ca®~ as well as
the Cch activation of PLC, although the effects of thap-
sigargin were modest compared with those found in the
presence of caffeine In cerebellar granule cells thaps
gargin has been shown to inhibit the agonist induced
increase of [Caz‘“]I (Courtney and Nicholls 1992 Irving
etal 1992q, Fohrmanetal 1993 Simpsonetal 1996)
whereas caffeine releases tracellular Ca®~ (Irving
et al, 1992b, Simpson et al 1996) and overlapping
between both thapsigargin and catteine sensitive stores
has been proposed (Irving et al, 19926 Simpson et al
1993, 1995, 1996) In this context our results suggest
that a different extent of store depletion was induced by
each agent, and this could result 1n a ditterent reduction
of the PLC response to Cch On the other hand Ca®~
stores nsensitive to both thapsigargin and caffeine de
scribed 1n some nonneural cell systems (Pizzo et al
1997) mught also be present and have a role 1n regulating
Cch acuvation of PLC 1n cerebellar granule cells Fi-
nally, caffeine has been shown to reduce the muscannic
receptor-mediated formation of Insi 4 5 P, 1n pancreauc
acinar cells (Toescu et al, 1992) Thus a possible con-
tnbution of an inhibitory etfect ot catferne on the acu
vation of PLC cannot be excluded

Taken together, our results suggest that the loading
state of the intracellular Ca®™ stores regulates muscarinic
receptor activation of PLC as well as provides a Ca*~
source for agomst-sumulated release although both re-
sponses appear to be modulated by ditterent mecha
nisms Vanous cellular effects have been shown to result
from depletion of intracellular Ca®~ stores These in-
clude inhibition of protein synthesis (Paschen et al
1996), acuvation of gene expression (Gisseietal 1997)
activation of capacitative Ca** influx (Bermdge 1995)
and sumulation of a Ca2*-insensitive phospholipase A,
(Nowatzke et al, 1998) The mechamisms underlying
these effects have not yet been elucidated although
several proposals have been made in the case ot the
capacitative Ca®” entry, ncluding the involvement ot
vanous types of endogenous messengers that may com-
municate the Ca®* level of the internal stores to plasma
membrane-located channels In the present work we do
not know how the filling state of the intracellular Ca*~
stores could regulate the Cch sumulation of PLC which
initially takes place in the plasma membrane Besides the
possibility of the formauon of a diftusible mediator the
mechanism could involve a signalling complex 1n which
the additional acuvauon of intraceflutar PLC ivotorms
sense the Ca®* level of the intracellular stores This
would be consistent with the large ditference observed
between the high PLC activation elictted by Cch 1in intact
cerebellar granule cells and the low response found in
membrane preparations from the same cells where the
effect 1s similar to the modest PLC activ ation induced by
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other receptor agonists (R Masgrau, unpublished obser-
vations) Regardless of the linking mechanism, the mod-
ulation of PLC activation by the intracellular Ca?* stores
may help to regulate the extent of Insl,4,5-P; formation
as a function of the levels of stored Ca** and mught
constitute a mechanism of cross-talk between muscarinic
stmulation and other Ca?*-mobilizing stmuli

In conclusion, this study provides evidence of the
involvement of intracellular Ca®* stores in the modula-
tion of muscannic activation of PLC 1n cerebellar gran-
ule cells As, under the conditions used 1n this work,
these cells respond to muscarinic stimulation with agh
PLC acuvation but neghigible [Ca?*}, changes, they have
proved to be suitable to charactenize this modulation
further and to explore the mechanisms involved
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