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Resultats

1.3. Estimulació de la PLC en astròcits

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 caracterització de la transducció del senyal via PLC en aquests cultius, ens hem

volgut assegurar que la resposta mesurada correspon realment a les neurones granulars.

Així, considerant que els tipus cel·lular contaminant més abundant en els nostres cultius

són les cèl·lules glials, en especial els astròcits (2-3 %) (Kingsbury et al., 1985), hem

determinat l'activitat PLC de cultius d'astròcits de cerebel. Aquests cultius s'han obtingut

seguint el mateix protocol que l'emprat en cultius de CGC però sembrant l'extracte

cel·lular en plaques sense estar pretractades amb poli-L-lisina i mantenint els cultius fins a

la seva confluència (de 21 a 30 DIV) en el mateix medi de cultiu que els cultius de CGC,

en aquest cas, però, a concentracions baixes de K+.

Els nivells d'acumulació d'3H-InsPs obtinguts pels diferents agonistes són molt

inferiors als determinats en neurones granulars, tant en condicions basais com estimulades,

exceptuant-ne la NA. Així, als 30 minuts l'acumulació basal és de 2,8±0,1% 3H-

InsPs/(3H-InsPs + 3H-lípids), i aquesta pot ser incrementada a 6,3±0,8 pel Cch ImM;

7,1+0,6 per la 5-HT lOOmM; 11,6±0,3 per la NA 30 uM; 5,2+1,5 per HA ImM; 8,7+1 per

l'ET-1 0,1 uM; 3,6±1,6 pel t-ACPD ImM i 8,7+0,1 pel Glu ImM).

Es dedueix, per tant, que en cultius primaris de neurones granulars l'activitat PLC

que es mesura correspon a les neurones granulars i es pot excloure la participació d'altres

tipus cel·lulars en les nostres determinacions.

1.4. Acumulació de [3H]CDP-DAG com a índex de l'activitat PLC

L'activitat PLC es mesura, generalment, determinant la quantitat d'un dels seus

productes d'activació, l'InslASPa, o l'acumulació dels 3H-InsPs en presència de Li+

després de marcar el teixit amb [3H]inositol. Però, en cèl·lules amb una concentració baixa

d'inositol lliure en l'estat basal, l'acumulació del [3H]CDP-DAG provinent del reciclatge

del [3H]DAG, és també un réflexe de l'estimulació 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 [3H]CDP-DAG acumulat haurien de ser un bon índex de l'activitat

PLC en aquest sistema. De totes maneres, i abans de passar a anàlisis més avançats, ens

hem proposat comprovar aquest fet determinant les eficàcies en acumular 3H-InsPs i

[3H]CDP-DAG dels dos receptors que indueixen una més bona estimualció de la PLC, els

receptors muscarínics de l'acetilcolina i els metabotròpics del glutamat.

A la gràfica 1.2. i a la taula 1.2. es pot observar com, la potencia del Cch, Glu (en

presència d'inhibidors dels iGluRs) i 1S,3R-ACPD, és del mateix ordre en l'acumulació

dels 3H-InsPs i del [3H]CDP-DAG, fet que correbora la hipòtesi anteriorment esmentada i

que confirma les acumulacions de [3H]CDP-DAG com a bon índex de l'activitat PLC.

Per altra banda, cal fer esment que si bé el 1S,3R-ACPD té una major potència per

estimular la PLC que el Glu, la seva eficàcia és molt menor, i exibeix, de fet, un

comportament d'agonista parcial, tal i com analitzarem més detalladament al capítol 3 dels

resultats.

Cch

B

Emàx

EC50 (l·iM

nH

InsPs

5,3 ±0,3

63,3 ±1,3

) 3,3 ± 0,3

1,0 ±0,1

CDP-DAG

391 ±104

13045 ±656

4,6 ± 0,2

0,8 ± 0,2

GIu

InsPs

4,2 ±1,2

53,6 ±2,2

116±1,1

1,0+0,1

t-ACPD

CDP-DAG

1022±_208

4529 ±264

100,4 ±1,2

1.35 ±0,3

InsPs

5,89 ±0,3

17,25 ±0,4

56,8 ±1,1

1,0 ±0,1

CDP-DAG

667 + 288

2464 + 201

37,5 ± 1,2

2,4 ±1,4

Taula 1.2. Paràmetres de l'activació de la PLC per agonistes en monocapes de
neurones granulars de cerebel. Els paràmetres: acumulació basal (B), efecte màxim
(Emàx), concentració que produeix el 50% de l'Emàx (ECso) i coeficient de Hill (HH) s'han
determinat per ajust a l'equació de Hill per regressió no lineal, a partir de les dades de la
fig. 1.2. Els valors d'Emax s'expressen pels 3H-InsPs com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs +
3H-lípids) i per l'[3H]CDP-DAG, comadpm/pou.
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Figura 1.2. Corbes concentració-efecte per agonistes de l'acumulació d' H-InsPs i
[3H]CDP-DAG. Els cultius primaris de granulars han estat marcats amb [3H]Inositol o
[3H]Citidina, tal i com es descriu als mètodes. Les acumulacions dels 3H-InsPs en
presència de LiCl 10 mM es mostren a la banda esquerra de la gràfica, mentre que a la
dreta es representen les acumulacions de [3H]CDP-DAG per la mateixa concentració de
LiCl i A i B: induïdes pel Cch, C i D: el Glu (B) i E i F: el 1S,3R-ACPD. Els resultats
s'expressen pel 3H-InsPs com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids) i per l'[3H]CDP-
DAG, com a dpm/pou, essent mitges ± S.E.M. de 3 experiments fets per triplicat.
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1.5. Característiques de l'activació de la PLC en cultius de CGC

1.5.1. Relació entre l'acumulació de [3H]CDP-DAG i 3H-lnsPs

Estudis previs del nostre grup (Sarri et al., 1995) mostren com, en miniprismes

d'escorça cerebral de rata, la relació de les eficàcies de sis neurotransmissors en promoure

l'acumulació d' 3H-InsPs de [3H]CDP-DAG no és la mateixa per tots els agonistes. Per tal

de constatar si aquesta caraterística es compleix en un altre teixit, i alhora en diferents tipus

de preparació, hem realitzat un estudi paral·lel en cultius primaris de neurones granulars de

cerebel.

A la taula 1.3. presentem les acumulacions de [3H]CDP-DAG i 3H-InsPs induïdes

per diferents agonistes, a la concentració efectiva màxima, i a trenta minuts d'estimulació.

S'observa que no tots els agonistes tenen la mateixa capacitat per estimular ambdues

acumulacions. De resultes d'això, l'ordre d'eficàcies per ambdós no es manté, essent Cch

(ImM) > Glu (ImM) > t-ACPD (ImM) > ET-1 (0,luM) > HA (ImM) > NA (SOOuM) >

5-HT (lOOuM) pels 3H-InsPs i Cch>Glu>5-HT>t-ACPD> NA>ET-1>HA (tots a la

mateixa concentració) pel [3H]CDP-DAG.

Si es determina l'habilitat d'aquests agonistes per estimular l'acumulació del

[3H]CDP-DAG respecte la dels 3H-InsPs i s'assigna arbitràriament al CCh una resposta

equilibrada d'acumulació 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 acumulació d' 3H-InsPs que

de [3H]CDP-DAG en relació al Cch. Aquests valors no guarden cap relació amb la

magnitud de la resposta, o sigui, amb l'eficàcia de cada agonista a acumular els dos

compostos. Malgrat això, però, aquests resultats es correlacionen molt bé amb els obtinguts

en miniprismes d'escorça 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 característica pugui dependre més del tipus de receptor que de teixit, preparació o

estadi de desenvolupament.
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InsPs

(% sobre

Geh

5-HT

NA

t-ACPD

Glu

ET-1

HA

672

67

87

164

499

128

95

basal)

±58

±33

±10

±50

±64

CDP-DAG

el (% sobre el

basal)

(8)

(3)

(5)

(9)

(7)

±18 (10)

±26 (2)

2080

236

131

175

610

43

2

±524

±114

±141

± 48

±105

± 26

± 2

(5)

(2)

(2)

(5)

(2)

(5)

(2)

Relació

CDP-DAG

/InsPs

1,00

1,14

0,46

0,29

0,27

0,11

0,00

Miniprismes

d'escorça cerebral

Relació CDP-DAG/

InsPs

1,00

0,83

0,26

0,12

ND

0,10

0,04

Taula 1.3. Acumulació d' 3H-InsPs i [3H]CDP-DAG en neurones granulars de cerebel
estimulades. Marcant els cultius primaris de neurones granulars amb [3H]Inositol i
[3H]Citidina s'ha pogut mesurar l'acumulació d'3H-InsPs i [3H]CDP-DAG per diferents
agonistes.. Els resultat s'expressen en % sobre el basal essent aquest: 3H InsPs.- 7,8 ±1,0
3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids) i [3H]CDP-DAG.- 987 + 259 dpm/pou. L'índex de
l'eficàcia de l'acumulació dels [3H]CDP-DAG vers l'acumulació dels 3H-InsPs és la
relació CDP-DAG/InsPs obtinguda considerant la relació corresponent al Cch igual a 1.
Aquests resultats són mitges amb la seva S.E:M. corresponent. Entre parèntesis s'indica el
nombre d'expreriments realitzats. ND = no determinat.
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En els estudis del mecanisme d'activació de la PLC en miniprismes d'escorça

cerebral de rata es va observar que, l'eficàcia per acumular [3H]CDP-DAG respecte als 3H-

InsPs de determinats agonistes però no per a tots ells, depenia de la concentració de Ca2+

extracel·lular. De resultes d'això, hem estudiat la participicació del Ca2+ extracel·lular en

l'activació de la PLC pels tres receptors que indueixen una major resposta en cultius

primaris de neurones granulars, els receptors muscarínics de l'acetilcolina, receptors

metabotròpics del glutamat i receptors de l'endotelina.

A la taula 1.4. presentem el percentatge de reducció de l'activació de la PLC quan

al tampó de reacció no hi ha Ca2+ afegit. Es pot observar que la disminució de la

concentració de Ca2"1" afecta tant a l'acumulació d'3H-InsPs com la de [3H]CDP-DAG per

tots els agonistes assajats. Però mentre que pel Cch l'acumulació d' 3H-InsPs és molt més

sensible a la concentració de Ca2"1" extracel·lular que l'acumulació de [3H]CDP-DAG, pel

Glu aquest efecte és similar en ambdós casos. Per altra banda, l'ET-1 indueix una

acumulació de 3H-InsPs menys sensible a la concentració de Ca2+ extracel·lular que el

Cch i Glu, i la molt petita acumulació d'[3H]CDP-DAG que indueix en un tampó Krebs a

1,3 mM de Ca2+ es veu reduïda a nivells basais quan aquest Ca2+ és substituït per un

tampó Krebs sense Ca2"1" afegit, fet que afecta per igual les acumulacions de [3H]CDP-

DAG estimulades pels altres dos agonistes. Aquestes dades suggereixen que la

dependència del Ca2"1" extracel·lular és similar en el cas de les acumulacions de [3H]CDP-

DAG, però diferent en el cas de les acumulacions d' 3H-InsPs, essent l'estimulació

muscarínica la més sensible a l'omissió del Ca2"1".

Aquests resultats es contrasten amb el que passa en l'escorça cerebral on les

acumulacions d'3H-InsPs i [3H]CDP-DAG induïdes pel Cch es veuen igualment afectades

per la concentració de Ca2"1" extracel·lular mentre que els mGluRs presenten una major

sensibilitat al Ca2+ extracel·lular per les acumulacions d'3H-InsPs que per les de

[3H]CDP-DAG.

Per altra banda, es pot anul·lar totalment el Ca2"1" lliure del medi extracel·lular si

s'addiciona EGTA 0,5 mM. En aquest cas, en neurones granulars de cerebel, l'acumulació

d'3H-InsPs es redueix totalment tan en condicions basais com estimulades (1,2 ± 0,1 pel

basal; 1,3 ± 0,1 pel Cch; 1,6 ± 0,3 per l'ET-1; 1 1,2 pel Glu), fet que indica que el Ca2+

extracel·lular és necessari per l'activació de la PLC per agonistes però també per a l'activitat

basal d'aquest enzim.
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InsPs [3H]CDP-DAG

(% reducció) (% reducció)

Cch 81,5 ±9,5 51,9 + 2,2

Glu 61,2 ±8,8 51,0 ±5,1

ET-1 57,9 ±0,6 *

Taula 1.4. Reducció de les acumulacions de H-InsPs i [ HjCDP-DAG per omissió
del Ca2+ extracel·lular en neurones granulars de cerebel estimulades. Les
acumulacions de de 3H-InsPs i [3H]CDP-DAG induïdes per Cch, Glu i ET-1 es veuen
reduïdes quan la concentració de Ca2+ extracel·lular disminueix. A la taula es presenten
els percentatges d'aquesta reducció calculats a partir de les estimulacions trobades en
presència de 1,3 mM de Ca2+. Els resultas són mitges ± S.E.M. de 3 experiments realitzats
per triplicat. *Les acumulacions d'[3H]CDP-DAG induïdes per l'ET-1 a concentracions
baixes de Ca2+ són nul·les, essent els valors trobats iguals als basais.

1.5.2. Acumulació dels diferents ¡somers dels 3H-lnsPs

L'Insl,4,5P3 pot ser metabolitzat a Insl,4P2 i posteriorment a Ins4P o bé fosforilat a

Insl,3,4,5P4, el qual donarà lloc finalment als isòmers InslP i Ins3P. La relació

Log((Insl,4P2+Ins4P)/InslP) permet determinar si l'activació de la PLC per diferents

agonistes implica un perfil d'acumulació d'InsPs diferent i saber quina és la via majoritària

de metabolisme de l'Insl,4,5P3 (fosforilació o desfosforialció), tant en condicions basais

com en condicions d'estimulació. Així, un valor del logaritme positiu indica que el

metabolisme majoritari és el de desfosforilació de l'Insl,4,5P3, mentre que un valor negatiu

indica una preferència per la via de la fosforilació.

Hem determinat per HPLC l'acumulació dels diferents 3H-InsPs individuals en

monocapes de neurones granulars de cerebel després de ser estimulades durant 30 minuts

amb diferents agonistes. En aquesta metodologia, l'[3H]InslP i l'[3H]Ins3P apareixen com

a un sol pic, al que generalment s'anomena InslP, ja que són dos formes enantiomèriques
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que només es poden separar amb columnes quirals.

A la taula 1.5. presentem l'acumualció de l'[3H]InslP i la de

F[3H]ïns4P+[3H]Insl,4P2 en condicions basáis i en presència de diferents agonistes. Altres

isòmers han estat detectats però en quantitats molt petites i per això no els hem tingut en

compte. Es pot observar que en aquestes cèl·lules, en condicions basais, els nivells

d'[3H]InslP són superiors als d'[3H]Ins4P i [3H]Insl,4P2, però després de l'activació de

receptors acoblats a la PLC aquestes proporcions varien. Així, en línies generals, a

l'estimular-se la PLC, els nivells de [3H]InslP 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 3H-InsPs). En aquest sentit,

també s'observa que la major acumulació d'[3H]Ins4P i [3H]Insl,4P2 que d'[3H]InslP

depèn del temps d'estimulació, a l'igual que la magnitud de la resposta global. Així si

l'estimulació amb Cch és de deu minuts el log((Ins4P+Insl,4P2)/InslP) és de +0,25, valor

inferior a +0,64 corresponent a trenta minuts.

Variacions en les proporcions dels derivats de l'[3H]Insl,4,5P3 depenents del tipus

d'agonista ja havien estat observades en miniprismes d'escorça cerebral de rata (Sani et al.,

1996), encara que de manera totalment diferent a les obtingudes en cultius primaris de

neurones granulars de cerebel (taula 1.5.). Així, en escorça cerebral, l'acumulació

d'[3H]InslP i [3H]Ins4P+[3H]Insl,4P2 en condicions basais és equilibrada, el Cch i la 5-HT

dirigeixen el metabolisme principalment vers la formació [3H]InslP i la NA, HA, ET-1 i el

t-ACPD vers l'acumulació d'[3H]Ins4P i [3H]Insl,4P2. Per contra, en cultius de neurones

granulars, l'activació de la PLC pel Cch i el Glu implica una major acumulació

d'[3H]Ins4P i [3H]Insl,4P2 que d'[3H]InslP, invertint-se les condicions basáis, i la resta

d'agonistes, els quals no provoquen una robusta activació de la PLC, tenen un índex de la

relació dels [3H]InsPs negatiu ja que no són capaços d'augmentar tan els nivells

d'[3H]Ins4P+[3H]Insl,4P2. Sembla, per tant, que en neurones granulars el grau de

potenciació de la via.de desfosforilació de l'Insl,4,5P3 vers la de fosforilació està

correlacionada amb la magnitud de la resposta originada, fet que no s'ha observat en

miniprismes d'escorça cerebral. En altres paraules, la magnitud de la resposta mesurada

com a acumulació d'3H-InsPs globals, és principalment aportada pels intermediaris de la

rata de desfosforilació de l'[3H]Insl,4,5P3.
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B

Cch

5-HT

NA

ET-1

t-ACPD

Glu

InslP

7,1 ±1,7

13,8 + 2,7

14,5 ±0,0

7,4 ± 2,0

12,8 ±0,0

13,3 ±0,7

19,1 ±0,0

Ins4P+Insl,4P2

4,7 ±0,4

58,0 ±4,5

4,6 ±0,0

5,1 ±0,5

11,0 ±0,3

7,4 ±1,1

24,3 ±0,0

Ratio**

-0,36 ±0,04

+0,64 ± 0,04

-0,46 ±0,01

-0,16 ±0,01

-0,02 ±0,00

-0,36 ±0,11

+0,08 ±0,02

Miniprismes

d'escorça cerebral

Ratio**

-0,00

-0,21 ±0,03

-0,13 ±0,06

+0,35 ±0,02

+0,20 ±0,03

+0,36 ±0,01

ND

Taula 1.5. Perfil dels diferents 3H-InsPs individuals acumulats en cèl·lules granulars
de cerebel estimulades. Hem determinat l'acumulació dels diferents InsPs separats per
HPLC. Els resultats s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids) i són mitges
amb la seva S.E.M. de 3 experiments fets per triplicat.* * Ratio = log
((Ins4P+Insl,4P2)/InslP). ND = no determinat.

En l'apartat anterior hem observat com l'acumulació dels InsPs globals és depenent

de la concentració de Ca2+ extracel·lular, tot i que el grau d'aquest efecte depèn de

l'agonista que indueix l'estimulació de la PLC. Si es considera que alguns dels enzims del

metabolisme de l'Insl,4,5P3 són regultats pel Ca2+ i que l'acumulació d'InsPs globals és

un réflexe de l'acumulació de la suma de les acumulacions de l'Ins4P i Insl,4P2, hem

trobat interessant estudiar com el Ca2+ influeix en aquest metabolisme sota les diferents

condicions d'estimulació de la PLC.

Tal i com es pot apreciar a la figura I.3., en absència de Ca2+, la 5-HT és l'únic

agonista amb capacitat d'induir una acumulació de l'[3H]InslP per sobre dels nivells

basais. En canvi, el Cch i Glu també presenten acumulacions d'ms4P+Insl,4P2 en aquestes

condicions. Amb tot, però, els valors enregistrats són molt menors als que es troben en

presència de Ca2"1", així els receptors de 5-HT presenten una disminució en les

acumulacions d'[3H]InslP i Ins4P+Insl,4P2 del 35 i 37 % respectivament, i el Cch i el Glu
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veuen disminuïdes les seves acumulacions de d'Ins4P+Insl,4P2 el 85 i 73%

respectivament. Aquests dos últims valors presenten una gran coincidència amb els

percentatges de reducció de les acumulacions d'InsPs globals induïdes pel Cch i Glu en

absència de Ca2+ extracel·lular, respectivament, i presentades anteriorment a la taula 1.4.

Per tant, altra vegada, es comprova com la magnitud de l'estimulació de la PLC es

correlaciona amb una preponderància de la via de fosforil·lació de l'Insl,4,5P3 generat.

1.5.3. Modulació de l'activació de la PLC per inhibidors de l'entrada de Ca2*

Els resultats descrits fins ara constaten com el Ca2 extracel·lular a més de ser

necessari a l'activitat PLC, també modula el funcionament d'aquest sistema de transducció

de manera dependent de receptor i teixit.

Considerant que el Ca + extracel·lular pot modular l'activitat PLC induïda per un

agonista, directament a través d'un influx de Ca2"1" simultani a aquesta o bé indirectament,

influenciant la concentració de Ca2"1" citoplasmàtica i els nivells de Ca2"1" dels reservoris

intracel·lulars en estat de repòs, hem continuat l'estudi de la influència del Ca2"1"

extracel·lular en l'activitat PLC mesurant l'acumulació d'3H-InsPs en presència

d'inhibidors de l'entrada de Ca2+.

Així, s'ha utilitzat el catió inorgànic Ni2"1" a ImM per a inhibir inespecíficament

l'entrada de Ca2+ (Tareilus and Breer, 1995; Miljanich and Ramachandran, 1995), les

dihidropiridines, nimodipina i nifedipina a una concentració de 1 jiM com a inhibidors

específics dels canals dependents de voltatge de tipus L (Nowycky et al., 1985) i la toxina

co-Conotoxina GVIA (co-CTx) a 0,1|JVÍ 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

l'activació de la PLC per Cch, Glu o ET-1, en excepció de la nimodipina que produeix una

lleugera però significativa disminució de l'acumulació d'3H-InsPs per ET-1. Sembla, per

tant, que l'efecte del Ca2"1" sobre la PLC en les diferents condicions esta més relacionat en

la seva indirecta modulació de l'estat cel·lular anterior a l'activació del receptor que no per

un influx de Ca2+ 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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Q.

10

B

B

Cch 5-HT NA ET-1 t-ACPD Glu

ET-1 t-ACPD Glu

Figura 1.3. Influència del Ca2+ extracel·lular en l'acumulació de l'[3H]InslP i de la
suma de l'[3H]Ins4P i [3H]Insl,4P2 L'acumulació dels 3HInsPs individuals ha estat
analitzada en presència (barres negres) i absència (barres blanques) de 1,3 mM de Ca +

extracel·lular. A: Representació de l'acumulació d'[3H]InslP. B: Acumulació
d'[3H]Ins4P+[3H]Insl,4P2. Els resultats s'han calculat com la mitja amb una S.E.M. dels
([3H]InslPxlOO)/(3H-InsPs+3H-lípids) o ([3H]ms4P+[3H]Insl,4P2)xlOO /(3H-InsPs+3H-
lípids) de 3 experiments fets per triplicat.
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control Ni Nimodipina Nifedipina w-CTx

B 4,5 + 0,5(8) 4,5 + 0,3(3) 5,4 + 0,4 (3) 4,6 ± 0,7 (3) 6,1+0,1(3)

Cch 64,7 + 2,0(6) 57,3 ±1,2 (3) 63,2 + 3,8 (3) 62,1+4,5(3) 65,6 ±2,4 (3)

Glu 36,9 ±1,0 (5) 47,3 ±3,7 (4) 35,6 ±5,1 (3) 34,6 ±3,3 (3) 36,5 ±1,2 (3)

ET-1 13,2 ±1,2 (8) 9,9 ±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 Ca2* sobre l'acumulació d'3H-InsPs
estimulada per agonistes. Els cultius primaris de neurones granulars s'han preincubat
quinze minuts amb tampó KH 1,3 mM de Ca2+ en absència (control) o presència de Ni2+

(ImM), nimodipina (1 uM), nifedipina (luM) o co-conotoxina (0,1 uM) i posteriorment
trenta minuts amb diferents agonistes: Cch (ImM), ET- (0,luM), t-ACPD (ImM) o Glu (1
mM). Els resultats són mitges ± S.E.M. de triplicáis de diferents experiments (el num. dels
quals s'indica entre parèntesis) i expresáis com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids). B
= absència d'agonistes. * Significativament diferent de l'estimulació amb ET-1 sense
inhibidor (p<0,05).

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

de cerebel

Les preparacions membranals només tenen els components del sistema de

transducció del senyal associats a la membrana plasmática, i això els converteix en

sistemes senzills molt útils per estudiar mecanismes de senyalització cel·lular. En el nostre

cas, aquestes preparacions tenen els receptors dels neurotransmissors, les proteïnes G

trimèriques 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. Així,

l'absència o gran disminució de l'estimulació en comparació en cèl·lules senceres, significa

que manca algun element necessari per la transducció del senyal i que segurament és de

naturalesa citoplasmàtica.
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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'escorça cerebral ho fan

també en preparacions de membrana i que per tant, en alguns casos, l'activació no depèn de

l'acoblament directe receptor-proteïna G-PLC, sinó de mecanismes indirectes, com ara

l'entrada de Ca2+. Aquests estudis, a més, trobaven una correlació entre les característiques

de la PLC analitzades anteriorment (relació CDP-DAG/InsPs i via preferencial del

metabolisme de l'Insl,4,5P3) i els seus mecanismes d'activació deduïts a partir d'estudis

fets en preparacions membranals.

Per aquest motiu, hem analitzat, en membranes de cultius primaris de neurones

granulars de cerebel, l'activació de la PLC per nucleòtids de guanina i agonistes que en

cèl·lules senceres presenten diferents eficàcies i característiques d'aquest procés. Així, les

preparacions membranals, obtingudes d'aquests cultius premarcats amb [3H]-inositol, han

estat incubades durant trenta minuts amb un anàleg no hidrolitzable del GTP, el GTPyS, a

diferents concentracions i en absència o presència de Cch (ImM), Glu (ImM) o ET-1 (0,1

uM). Aquests assatjos s'han fet sempre a una concentració de Ca2+ de 100 nM, per

mimititzar les condicions del citosol cel·lular.

En aquests tipus de preparacions la permeabilització parcial de les vésicules de

membrana és un factor important ja que permet que el GTPyS i els agonistes tinguin un

millor accés al seu lloc d'unió, els quals estan localitzats en llocs oposats de la membrana.

Treballs previs del nostre grup mostren que, en membranes d'escorça cerebral de rata,

aquestes condicions òptimes s'aconsegueixen addicionant desoxicolat (DOC) a una

concentració de ImM, la qual és inferior a la concentració miscel·lar crítica (Claro et al.,

1989b). Per tant, primerament, hem comprovat si la concentració de DOC idònia per

experiments en membranes de neurones granulars és també ImM. Tal i com es pot veure a

la figura 1.4., el DOC 1 mM augmenta de manera màxima l'efecte del GTPyS, sol i amb

Cch, però no efecta l'activitat PLC a nivell basal, d'aquí que hàgim emprat aquest

detergent a aquesta concentració en les nostres assatjos.

El GTPyS estimula la PLC a membranes de manera depenent de concentració i aquesta

activació és augmentada per la presència 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 màxim, mentre que no es modifica l'ECso ni el coeficient de Hill.
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.0 0.5 1.0 1.5 2.0

[DOC]

Figura 1.4. Efecte del desoxicolat en l'estimulació 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 3H-inositol, tal i com es descriu en els mètodes.
L'assaig s'ha fet amb un tampó Tris/maleat pH 6.8 en absència (o) o presència de 1 M
GTPyS sol (•) o amb Cch ImM (+). Els resultats són mitja ± S.E. de triplicats d'un
experiment representatiu. Els 3H-InsPs s'expresen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-
lípids).
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Fixant la concentració 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 Ca2+ i amb les seves respectives

estimulacions a cèl·lules senceres. Les dades són clares, concentracions altes de Ca2+, els

receptors m3, els mGluRs i els receptors de l'endotelina poden estimular la PLC en

membranes de CGC, i ho fan de manera molt similar, mentre que en cèl·lules senceres el

Cch presenta una eficàcia d'estimulació molt superior a la del Glu i sobretot l'ET-1. Per

tant, es dedueix que si bé tots els esmentats receptors estan acoblats a proteïnes G, en

l'acció del Cch, a més hi ha mecanismes addicionals que incrementen la resposta i que no

són actius en les preparacions de membranes.

Per altra banda, s'observa que aquests resultats difereixen dels obtinguts en

membranes d'escorça cerebral on només el Cch i la 5-HT, però no la NA, HA, ET-1 i t-

ACPD, són capaços d'estimular l'enzim d'una manera sinèrgica a l'efecte del GTPyS

(Sarri et al., 1996), tot i que en membranes d'escorça cerebral, concentracions de l'ordre de

uM de Ca2+ també estimulen la PLC en absència de nucleòtids de guanina i agonistes

(Claro et al., 1989b). Es fa evident, per tant, que entre aquests dos sistemes no només

existeixen diferències en les acumulacions de CDP-DAG, InsPs i en el metabolisme de

l'Insl,4,5P3, però també en els mecanismes pels quals un mateix receptor activa la PLC,

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

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

cerebel

Finalment, i com a un següent pas en aquests estudis de caracterització de la PLC

per diferents receptors acoblats a proteïnes G, hem explorat l'acumulació d' H-InsPs en un

sistema biològic de complexitat intermitja entre les preparacions membranals i les

monocapes de cèl·lules senceres.

Així, hem analitzat l'activitat PLC en homogenats de neurones granulars de cerebel

a les mateixes condicions que les utilitzades per les membranes, fixant també la

concentració de Ca2+ a 100 nM i incubant-los durant trenta minuts en presència

d'agonistes dels receptors m3, mGluRs i receptors d'endotelina.
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Basal Emàx EC50(uM)

GTPyS 3,7 ±0,2

GTPyS + ImM Cch 3,5 ±0,2

14,2 ±0,4 1,85 ±0,78 0,57 ±0,06

16,6 ±0,8* 0,91 ±0,31 0,51 ±0,02

Figura 1.5. Activació 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 mètodes. Breument, les membranes marcades han estat incubades amb
tampó que conté 100 nM Ca2+ i 10 mM Li+, i en presència de: • GTPyS sol o amb • Cch
ImM. Els resultats són mitges de tres experiments realitzats per triplicat. B: Les corbes
indviduals corresponents a l'apartat A s'han ajustat a una equació de Hill per regressió no
lineal i els paràmetres obtinguts es representen com a mitges ± S.E.M. Els 3H-InsPs s'han
mesurat com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids).
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Figura 1.6. Activació de la PLC per GTPyS, agonistes i Ca2+ en membranes de
neurones granulars de cerebel. Les preparacions membranals han estat obtingudes a
partir de cultius de neurones granulars premarcats amb [3H]Inositol, seguint el protocol
descrit als mètodes, i posteriorment s'han estimulat alternativament amb GTPyS 1 pM sol
o amb Cch ImM, ET-1 0,1 uM o Glu ImM o bé amb Ca¿ 1 pM o 10 \M. * valors
significativament diferents de l'efecte màxim del GTPyS sol amb un nivell de significació
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 presència de

GTPyS IjiM la resposta mesurada és similar a la que es detecta en membranes en les

mateixes condicions. Per tant, es dedueix que la sola presència d'algun factor citosòlic no

és suficient per a justificar la gran acumulació d'3H-InsPs en resposta al Glu i sobretot al

Cch a les cèl·lules senceres, i que el mecanisme d'activació 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 Ca2+ ja que concentracions elevades d'aquest ió poden estimular també

la PLC en homogenats (taula 1 .?.)• Les petites diferències 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 citoplasmàtics, 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) 9,9 ±1,5

GTPyS l^M (5) 12,7 + 0,9*

GTPyS l[iM + Cch ImM (5) 14,7 ± 0,9**/***

GTPyS l^M + ET-1 0,lmM (3) 13,0 ± 0,5***

GTPyS luM + t-ACPD ImM (3) 14,1 ± 0,7***

Ca2+ 1 HM (3) 26,5 ± 3,4*

Ca2+ 10 nM (3) 37,2 ± 0,0*

Taula 1.7. Acumulació d'3H-InsPs per GTPyS i agonistes en homogenats de neurones
granulars de cerebel. Els cultius primaris de neurones granulars premarcats amb 3H-
inositol s'han homogenitzat i incubat trenta minuts en presència de CaC^ 100 nM i en
absència o presència de GTPyS luM, agonistes: Cch (ImM), ET-1 (0,1 uM) i t-ACPD (1
mM) o Ca2+ (1 o 10 uM). L'acumulació d'3H-InsPs s'expresa com a 3H-InsPs x 100/(3H-
InsPs + 3H-lípids). Els valors exposats són mitges ± S.E.M. de diferents experiments
individuals fets per triplicat (el num. dels quals s'indica entre parèntesis).
* Significativament diferent del basal (p<0,05). ** Significativament diferent de
l'estimulació per GTPyS (p<0,05). ***Significativament diferent de l'estimulació per
l'agonista sol (p<0,05).
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1.8. Influència del glutamat en l'estimulació de la PLC per Cch

Els cultius primaris de neurones granulars de rata són rics en neurones, la majoria

de les quals són glutamatèrgiques (Gallo et al, 1982). L'alliberació de Glu és mínima en

cultius primaris de granulars on la concentració de potassi és 25 mM, però sí que augmenta

a l'incrementar la concentració de potassi i Ca2"1" del medi de cultiu. Nosaltres, a l'igual

que altres grups, hem vist com el Glu indueix una elevada acumulació d'InsPs en

monocapes de granulars de cerebel, i per això ens hem plantejat si en l'elevada estimulació

de la PLC pel Cch es produeix un alliberament de Glu que pugui activar els receptors

ionotròpics o metabotròpics del Glu potenciant la resposta del Cch.

Per estudiar aquesta possible contribució del Glu hem preincubat durant vint minuts

les monocapes de neurones granulars amb CNQX (30 uM), inhibidor dels receptors AMP A

del Glu, AP-5 (50 (¿M), antagonista dels receptors NMDA, i AP-3 (ImM), antagonista dels

receptors metabotròpics del Glu. Posteriorment, hem estimulat els cultius amb Cch (ImM)

en presència de liti (10 mM) durant trenta minuts i s'ha mesurat l'acumulació d'3H-InsPs.

Els resultats, presentats a la taula 1.8., mostren clarament com la inhibició dels

receptors de Glu no modifica l'activitat de la PLC basal ni l'induïda 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, l'acumulació d'3H-InsPs mesurada pel Cch correspon exclusivament

als receptors muscarínics de l'acetilcolina, i no a un mecanisme d'activació múltiple de

receptors.

condicions normals

Basal 5,4 ± 0,5

Cch 55,0 + 7,1

preincubant amb

AP-3 + AP-5 + CNQX

5,1+0 ,8

56,8 + 7,6

Taula 1.8. Efecte dels antagonistes dels receptors de Glu en l'acumulació d'InsPs
induïda per Cch. Els cultius de neurones granulars es preincuben, durant 15 minuts, amb
tampó Krebs-Henseleit en presència 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
3H-InsPs es mesuren com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids).
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1.3. Resum i conclusions parcials

Hem determinat les característiques de l'activació per diferents neurotransmissors

de la fosfolipasa C de fosfoinosítids (PLC) en cultius primaris de neurones granulars de

cerebel de rata i s'han comparat amb les dades obtingudes anteriorment en miniprismes

d'escorça cerebral. Els resultats mostren que la relació de les acumulacions de [3H]CDP-

DAG i 3H-InsPs, conseqüències de l'activació de la PLC, és una característica més

depenent del tipus de receptor que de la preparació biològica, ja que en ambdós

preparacions biològiques el Cch i la 5-HT indueixen acumulacions equilibrades dels 3H-

InsPs i [3H]CDP-DAG, mentre que la resta d'agonistes presenten acumulacions superiors

pels primers. Altrament, el patró de formació dels diferents isòmers dels 3H-InsPs -

indicatiu de la via majoritària del metabolisme de l'[3H]Insl,4,5P3- és més funció del teixit

on té lloc la resposta, almenys nosaltres no hem pogut trobat cap correlació entre

l'estimulació d'un mateix agonista als dos teixits. En CGC, en condicions basais les

acumulacions d'[3H]InslP, producte del metabolisme per fosforil·lació inicial de

l'Insl,4,5P3, són superiors a la suma de les acumulacions de [3H]Ins4P i [3H]Insl,4P2, del

metabolisme de 1' Insl,4,5P3 iniciat per desfosforil·lació, però l'estimulació de la PLC es

tradueix en una potenciació d'aquesta última ruta metabòlica. Així existeix una bona

correlació entre les acumulacions [3H]Ins4P+[3H]Insl,4P2 i l'eficàcia d'estimulació de la

PLC associada a cada agonista.

Per altra banda, la modulació de la resposta per part del Ca2+ és diferent en tots els

agonistes i per cada un d'ells varia segons la preparació de teixit emprada. En CGC, la

participació del Ca2+ extracel·lular en l'activació de la PLC per Cch, Glu, i possiblement

l'ET-1, sembla produir-se a través d'un mecanisme diferent a la inducció per part del

receptor d'un influx de Ca2+.

Aquesta diversitat en les característiques d'activació de la PLC suggereix la

implicació de més d'un mecanisme d'estimulació. Així, el fet que l'activació de la PLC per

proteïnes G en membranes i homogenats, però no en cèl·lules senceres, sigui similar pel

Cch, Glu i ET-1 indica que pels dos primers receptors, i en especial pels receptors

muscarínics, hi ha d'haver un mecanisme addicional que expliqui la gran magnitud de la

seva resposta en cèl·lules senceres. Finalment, dir que el Glu endogen no contribueix en

l'activació de la PLC per Cch.
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2. Activació de la PLC i mobilització de Ca2* pels receptors

muscarínics de l'actetilcolina. Paper modulador dels réservons

¡ntracel·lulars de Ca2*

2.1. Introducció

En cultius de neurones granulats, l'activació de la PLC i el senyal de Ca2+ induïts

pel Cch o qualsevol agonista dels receptors muscarínics de l'acetilconlina és mitjançada pel

receptor m3 (Whitham et al., 1991). En l'apartat anterior hem presentat dades que

demostren com aquests receptors activen la PLC per acoblament directe a proteïnes G, però

que alhora suggereixen la participació d'algun factor addicional responsable de la gran

magnitud d'aquesta resposta i possiblement de les seves característiques. Aquest element

regulatori sembla característic de l'estat cel·lular intacte, ja que no està present en

preparacions membranals ni en homogenats de neurones granulars, i podria estar relacionat

amb l'homeostasi del Ca2+ intracel·lular. Així les nostres dades mostren com l'activació

de la PLC pel Cch és regulada indirectament pel Ca2"1" extracel·lular, mostrant les

acumulacions d'InsPs gran sensibilitat a incubacions llargues de les cèl·lules en absència de

Ca2+.

Aquestes interessants dades obtingudes en neurones granulars de cerebel, apunten a

un mecanisme d'activació 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 concentració de Ca2+ citosòlic deguts a entrada de Ca2+ extracel·lular o/i a

mobilitzacions de Ca2+- intracel·lulars. És per això que en aquest treball ens hem proposat

analitzar quin és aquest mecanisme de transducció del senyal induït pels receptors m3. Per

tal propòsit, hem estudiat els canvis en la concentració de Ca2"1" citosòlic ([Ca2+]c) induïda

pel Cch, hem estimat la concentració de Ca2+ dels reservoris intracel·lulars a diferents

condicions i hem determinat l'activació de la PLC per Cch després de manipular les
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concentracions intracel·lulars de Ca2"1" amb diferents compostos i aproximacions

metodològiques. A més a més, hem utilitzat com a sistema comparatiu l'activació de la

PLC deguda a influxos de Ca2+ induïts per despolarització amb altes concentracions de

2.2. Determinació de l'activació inicial de la PLC

Per un acurat estudi dels mecanismes d'activació de la PLC és imprecindible tenir

un réflexe de l'activació inicial d'aquest sistema de transducció de senyals intracel·lulars

per així evitar mecanismes de regulació posteriors com ara la desensibilització de la

resposta. I en aquest sentit, les mesures d'activitat PLC com a acumulacions d'InsPs o

[3H]CDP-DAG durant llargs períodes de temps no són índexs vàlids.

L'alternativa més generalitzada entre aquests tipus d'estudis, és la determinació de

la quantitat d'Insl,4,5P3 generat pocs segons després de l'estimulació de la PLC. Ara bé, en

cultius de neurones granulars, l'estimulació muscarínica de la PLC resulta en un estat

transitori d'augmentats nivells d'Insl,4,5P3 que presenta un pic, d'aproximadament dues

vegades el nivell basal, als 10 s de l'aplicació de l'agonista i que disminueix fins a nivells

basais 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 Río et al.

1998). Es dedueix, per tant, que si bé per molts sistemes biològics els nivells d' Insl,4,5P3

són fàcilment quantificables ¿representen una bona mesura de estimulació inicial de la PLC

(Wojcikiewicz et al., 1994a), en cultius primaris de neurones granulars els nivells baixos

d'Insl,4,5P3, propiciats per un ràpid metabolisme d'aquest, impossibiliten determinar

canvis d'activitat PLC sota condicions que la modulen subtilment.

Davant aquestes dificultats metodològiques, vam adoptar una nova aproximació

experimental que fos vàlida pel nostre sistema, la mesura de l'acumulació dels H-InsPs

després d'una estimulació amb agonista d' 1 min i en presència de LiCl 10 mM, addicionat

al mateix temps que l'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 fàcilment

quantificables. Exposicions de les neurones granulars a LiCl inferiors a 5 min no alteren els

reservoris de PtdlnsPs ni els d'inositol, tal i com varen desmostrar.de! Río et al. (1998).
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Figura 2.1. Nivells d'Insl,4,5P3 al llarg del temps. Els cultius primaris de neurones
granulars han estat estimulats per diferents temps amb Cch 1 mM o tampó Krebs-Henseleit
(basal) i l'extracte cel·lular obtingut s'ha sotmès a un assaig d'unió de radiolligand tal i
com es descriu als mètodes. Els resultats s'expressen com a pmols d'Insl,4,5P3 / mg i són
mitges ± S.E.M. de 3 experiments fets per triplicat.

B Cch B Cch

Figura 2.2. Acumulacions d'3H-InsPs induïdes pel Cch en presència i absència de
LiCl. Els cultius de neurones granulars han estat marcats amb [3H]Inositol durant 24 hores,
després de les quals s'ha substituït el medi de cultiu per un tampó Krebs-Henseleit i s'han
estimulat durant 1 min amb Cch ImM en absència o presència de LiCl. En aquest últim
cas, el LiCl s'ha addicionat al mateix temps que l'agonista. Els resultats s'expressen com a
3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids) i són mitges ± S.E.M. de 3 diferents experiments
fets per triplicat.

119



Resultats

2.3. Efectes de canvis en la concentració extracel·lular de Ca2* en

l'estimulació de la PLC per Cch

Per caracteritzar la dependència al Ca2"1" extracel·lular de l'estimulació de la PLC

per Cch, hem determinat, com a primer pas, l'efecte de canvis en la concentració del Ca2"1"

extracel·lular al llarg a diferents temps previs a aquesta estimulació.

La metodologia que hem utilitzat consisteix en incubar les cèl·lules 30 minuts a

37°C amb tampó Krebs-Henseleit (KH) 1,3 mM de Ca2"1", substituir-lo per un tampó KH

sense Ca2+ afegit i, després de diferents intervals de temps, estimular les cèl·lules amb

Cch ImM i LiCl lOmM durant 1 min, també en absència de Ca2"1". Com s'observa a la

figura 2.3.A., la magnitud de l'estimulació muscarínica de la PLC disminueix en absència

de Ca2+. D'acord amb això, si les cèl·lules es mantenen 30 min sense Ca2"1" i l'estimulació

també es fa en absència d'aquest ió, la resposta induïda pel Cch es veu marcadament

reduida (reducció del 88,0 ± 5,0 %, n = 3). Ara bé, si després de 30 min sense Ca2+ es

substitueix el tampó KH per un tampó igual però 1,3 mM de Ca2"1" i s'estimulen els cultius

durant un min després de diferents intervals de temps, es recupera progressivament

l'activació de la PLC pel Cch, esssent el valor trobat als 3 min no significativament

diferent del trobat en cèl·lules control, és a dir, incubades sempre amb tampó KH 1,3 mM

de Ca2+(figura 2.3.B.).

Cal fer esment que per tal d'evitar efectes deguts al canvi de tampó, hem estimulat

les cèl·lules amb Cch com a mínim 1 min després d'aquesta substitució de tampó. Aquest

període de 1 min d'equilibració de les cèl·lules l'hem aplicat a tots els experiments que

continuen i presenten un canvi de tampó.

Les manipulacions de la concentració de Ca2+ extracel·lular acabades d'exposar

resulten en petits canvis en la concentració de Ca2+ citosòlica, tal i com es pot veure a la

figura 2.4. per una sola neurona granular de cerebel en cultiu premaracada amb fura-2/AM.

Els valors de les concentracions citosòliques de Ca2"1" sota les diferents condicions i

obtinguts a partir de 25 cèl·lules/cultiu de 3 cultius diferents són de 69,7 ±2,1 nM després

de 30 minuts amb tampó KH 1,3 mM de Ca2+ i 51,9 ± 3,8, 47,0 ± 4,3 i 43,9 ± 4,0 nM a

1, 3 i 10 min després de substituir aquest tamó per un altre sense Ca2+ afegit,

respectivament. Per altra banda, després de 30 min sense Ca2+ la concentració citosòlica

de Ca2"1" és de 44,7 ± 3,0 nM i la substitució d'aquest per un tampó KH amb Ca2"1" 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. Dependència del Ca + extracel·lular de l'estimulació de la PLC per Cch.
A: els cutlius de neurones granulars han estat marcats amb [3H]Inositol i posterioment
mantinguts 30 minuts amb tampó KH 1,3 mM de Ca2"1". Les cèl·lules, posteriorment, han
estat estimulades durant 1 min amb Cch 1 mM tan en presència (+Ca2+) com en absència
de Ca2"1" (-Ca2+). En aquest últim cas, les cèl·lules han estat mantingudes durant diferents
intervals de temps en absència de Ca2+ abans de l'addició de l'agonista i el Li"1". B: Els
cultius premarcats amb [3H]Inositol han estat incubais durant 30 min amb un tampó KH
sense Ca2+ afegit i estimulats durant 1 min en presència (+Ca2+) o absència de Ca + (-
Ca +). En el primer cas, les cèl·lules han estat tractades amb Cch i LiCl després de ser
exposades durant diferents temps a un tampó KH amb Ca2"1" 1,3 mM. Els resultats
s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids) i són 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 Cch significativament diferent al que es troba
en cèl·lules preincubades i estimulades en presència de Ca2"1" 1,3 mM (p<0,05).
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2.4. Efectes de canvis en al concentració extracel·lular de Ca2* en
l'estimulació de la PLC per KCI

Els resultats anteriors semblen indicar que tot i que les granulars expressin

isoenzims de la PLC sensibles al Ca2+, existeix una desavinència entre la concentració de

Ca2"1" citosòlica i la magnitud de l'estimulació de la PLC per Cch. Per tant, hem analitzat

l'acumulació d'3H-InsPs induïda per K"1" 40 mM. Tal i com es pot observar a la figura 2.5.,

a diferència de l'activació de la PLC per Cch, les respostes induïdes per altes

concentracions de KCI són totalment dependents de la presència de Ca + extracel·lular

durant l'estimulació, però independents de la seva presència abans d'aquesta. Així,

l'estimulació de 2.54 ± 0,30 vegades el basal (n = 3) induïda pel K+ 40 mM en cèl·lules

preincubades amb un tampó amb Ca2+, no es veu significativament reduïda si aquestes han

estat preincubades sense Ca2+, mentres que l'absència de Ca2"1" durant l'estimulació

impedeix al K+ estimular la PLC per sobre els nivells basáis tan si els cultius han estat

preincubats amb o sense Ca2+. Aquests resultats, són consistents en la idea de que altes

concentracions de K+ activen la PLC com a conseqüència d'una elevació de la concentració

de Ca2+ citosòlica resultat d'una entrada de Ca2+ induïda per despolarització.
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Figura 2.4. Efecte de canvis en la concentració extracel·lular de Ca2+ en la
concentració citosòlica de Ca +. Els cultius de neurones granulars han estat marcats amb

2+füra-2/AM durant 1 hora i posteriorment mantinguts amb tampó KH amb Ca 1,3 mM
durant 30 minuts a 37°C. Tot seguit el tampó KH ha estat substituït per un mateix tampó

,2+ -2+-KH però sense Ca (-Ca ), el qual després de 30 min ha estat també canviat per un altre
,2+tampó KH, ara amb Caz""" (+Ca24~). El perfil presentat correspon a una cèl·lula individual

representativa de 25 cèl·lules analitzades pel sistema de 'Ca2+ imaging'. Resultats similars
s'han obtingut per tres cultius independents.
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Figura 2.5. Dependència del Ca + extracel·lular de l'estimulació de la PLC per K+.
2+Les cèl·lules han estat incubades durant 30 minus amb un tampó KH amb o sense Ca 1,3

mM i estimulades amb KC1 40 mM per 1 min també en presència (+Ca2+) o absència (-
Ca2+) de Ca2+ 1,3 mM. El LiCl ha estat afegit al mateix temps que el KC1 i a una
concentració final de 10 mM. Els resultats s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs +
3H-lípids) i són mitges + S.E.M de 3 experiments independents fets per triplicat. *Efecte
del K+ significativament diferent al que es troba en cèl·lules preincubades i estimulades en
presència de Ca2+ 1,3 mM (p<0,01).
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2.5. Senyals de Ca2* induits per Cch i K+

Les nostres dades sobre acumulacions d'3H-InsPs induïdes per exposició de les

cèl·lules a Cch durant 30 min en presència de diferents inhibidors de l'entrada de Ca2+

indiquen com l'estimulació de la PLC per receptors muscarínics no indueix entrada de

Ca2+. Però per tal de demostrar més firmament aquesta hipòtesi hem analitzat els canvis en

la concentració de Ca2+ citoplasmàtica induïts pel Cch.

Els anàlisis per 'Ca2+ imaging' mostren com, en neurones granulars de cerebel, els

receptors muscarínics no són capaços d'induir cap senyal de Ca +, ja sigui per entrada de

Ca2+ o per alliberament de Ca2+ dels réservons intracel·lularstal (figura 2.6.A.). Cal fer

esment, però, que en un 0,1 % dels cultius es poden observar senyals de Ca2+ en una

minoria de cèl·lules.

Per contra, l'exposició de les neurones granulars a KC140 mM indueix una resposta

de Ca2"1" bifásica consistent en un pic transitori i una fase sostinguda, que retorna als

nivells de Ca2+ citosòlic basais quan la concentració de KC1 és reduïda a 5,9 mM, valor

normal del tampó KH, tal i com es pot observar a la figura 2.6.A. i ha estat prèviament

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 réservons

intracel·lulars de Ca2"1" (Murphy i Miller, 1989; Irving et al., 1992a), i en els nostres cultius

de neurones granulars això permet que el Cch evoqui un petit i transitori increment de la

concentració citosòlica de Ca2"1" (figura 2.6.A.) que és independent de la presència de Ca2+

extracel·lular (figura 2.6.B.). Aquests resultats confirmen dades publicades anteriorment

(Fohrman et al., 1993), i mostren com els receptors muscarínics tenen l'habilitat de

mobilitzar Ca2"1" intracel·lular sempre i quan les reservoris intracel·lulars estiguin

suficientment plens.
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-2+Figura 2.6. Efecte del Cch en la concentració de Ca¿+ citosòlica abans i després
d'una despolarizado transitòria amb KCl 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 despolarització transitòria amb KCl 40 mM. El tampó KH contenia

,2+Caz+ 1,3 mM en tot moment (+Ca¿+). B: Les cèl·lules han estat tractades igualment que en
l'apartat A però després de la despolarització transitòria amb KCl 40 mM el tampó KH
afegit no contenia Ca+ (-Ca2+). Els registres corresponen a una única cèl·lula
representativa de sis cultius independents dels quals s'han analitzat 25 cèl·lules/cultiu.
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2.6. Efectes de canvis en els réservons ¡ntracel·lulars de Ca2+ sobre
l'estimulació de la PLC per Cch

Hem estudiat la relació entre els réservons intracel·lulars de Ca2"1" i l'estimulació

de la PLC per receptors muscarínics, mesurant els efectes deguts a un ompliment d'aquests

orgànuls subcel·lulars previ a l'estimulació de la via de transducció de senyals

intracel·lulars esmentada.

Per aconseguir l'ompliment dels réservons intracel·lulars de Ca+, hem

predespolaritzat les cèl·lules seguint un protocol similar al descrit en l'apartat anterior.

Així, hem incubat els cultius de CGC amb tampó KH 30 min, els hem despolaritzat durant

1 min amb KC1 40 mM i, després d'un rentat d' 1 minut amb tampó KH, els hem estimulat

amb Cch 1 mM en presència de LiCl també durant 1 min. L'absència de LiCl durant el

tractament amb KC1 40 mM evita l'acumulació d'3H-InsPs en aquesta fase, tal i com

mostren les següents mitges ± S.E.M de 3 experiments:

Basal 2,90 ± 0,3 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids)

KC140 mM 3,80 ± 0,6 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids)

A la la figura 2.7. presentem la comparació entre cèl·lules control que han estat

només incubades amb tampó KH i cèl·lules amb els réservons intracel·lulars més plens de

Ca +, és a dir, que han estat tractades amb el protocol que acabem de descriure. S'observa

com una despolarització de les cèl·lules prèvia a la seva estimulació amb Cch implica un

augment de l'estimulació de la PLC per aquest agonista d'aproximadament el 80 %.

Aquesta potenciació és totalment indepenent de la presència de Ca2* durant l'estimulació i

no té lloc quan realitzem la despolarització en absència de Ca2+, condicions en les quals

no entra Ca2"1" i per tant no s'omplen els réservons intracel·lulars. Aquests resultats

indiquen, per tant, que nivells més elevats de Ca2* en els réservons intracel·lulars

potencien l'estimulació de la PLC per receptors muscarínics, de manera independent de

l'entrada de Ca2"1", i degut exclusivament a l'ompliment dels réservons intracel·lulars de

Ca + però no a altres efectes de la despolarització cel·lular.
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Figura 2.7. Efecte d'una prèvia despolarització cel·lular en l'estimulació de la PLC
per receptors muscarínics. Els cultius de CGC han estat preincubats amb tampó KH
durant 30 min i tractats 1 min amb tampó KH amb KC1 5,9 mM (cèl·lules control) o 40
mM (cèl·lules predespolaritzades). Posteriorment, el tampó ha estat substituït per un tampó
KH de KC1 5,9 mM i 1 min més tard, les cèl·lules han estat estimulades amb Cch ImM i
LiCl 10 mM. Tots els passos, preincubació, predespolarització i estimulació han estat
realitzats tan en presència (+Ca2+) com en absència (-Ca2+) de Ca2+ 1,3 mM, tal com està
indicat. Els resultats són mitges ± S.E.M de 3 experiments independents realitzats per
triplicat i s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids). * Respostes
significativament diferents de la que es trob en les respectives cèl·lules preincubades i
estimulades en presència de Ca2+ extracelllular tan en cèl·lules control com en cèl·lules
predespolaritzades. **Respostes de cèl·lules predespolaritzades que són significativament
diferents de la resposta de les cèl·lules control preincubades i estimulades en presènica de
Ca2+ extracel·lular (p<0,05).
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Per altra banda, també hem analitzat la participació dels réservons intracel·lulars de

Ca en l'estimulació muscarínica de la PLC fent una aproximació experimental contrària

a l'acabada d'exposar, és a dir, reduint el contingut de Ca2"1" dels réservons intracel·lulars.

Per tal d'aconseguir-ho, hem preincubat les cèl·lules 20 min amb thapsigargina 10 uM, un

inhibidor de les SERCAs i que per tant trenca l'equilibri de l'estat de repòs cel·lular

d'entrada i sortida de Ca2+ dels resreevoris; i cafeïna 10 mM, un agonista dels receptors

RyR capaç d'induir l'alliberament de Ca2"1" dels réservons que expressen aquest receptor

(Inesi i Sagara, 1994; Simpson et al., 1995; Taylor i Broad, 1998).

Els resultats obtinguts, mostren com, la reducció del contingut en Ca + dels

reservoris intracel·lulars no implica un canvi en l'activitat PLC basal però si que redueix

significativament l'estimulació d'aquest enzim per Cch, essent la cafeïna més efectiva que

la thapsigargina (figura 2.8.). Es confirma, conseqüentment, la participació dels reservoris

intracel·lulars de Ca2+ en aquesta resposta.

C/3

CU
f/í

Control

Figura 2.8. Efecte de la modulació del contingut de Ca """ dels reservoris
intracel·lulars en l'estimulació de la PLC per Cch. Els cultius de CGC, premarcats
durant 24 hores amb [3H]Inositol, han estat incubais 20 min amb thapsigargina 10 uM (Tg)
o cafeïna 10 mM (Caf) i posteriormenl estimuláis duranl 1 min amb Cch ImM en
presència de LiCl 10 mM. En tot moment, tan en la preincubació com en l'estimulació, el
tampó KH contenia Ca2"1" 1,3 mM. Els resultats són mitges ± S.E.M de 4 experiments
independents realitzats per triplicat i s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-
lípids). *Respostes induïdes pel Cch significativament diferents a les resposles que aquesl
agonisla indueix sense cap prelraclamenl (cèl·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 mecanístics, hem analitzat el paper del Ca2+

intracel·lular lliure (concentració de Ca2+ citosòlica) en l'activació de la PLC per Cch amb

un quelant de Ca2+ 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 Ca2+ en l'activació de la

PLC induïda per increments en la concentració de Ca2+ citoplasmàtica, hem mesurat

també les acumulacions d'3H-InsPs degudes a KC1 40 mM.

Podem observar a la figura 2.9. com l'estimulació de la PLC per KC1 40 mM és

reduida significativament si les cèl·lules són preincubades 20 o 60 min amb BAPTA/AM

30 uM i és totalment abolida si les preincubacions es fan amb BAPTA/AM 90 uM.

Tanmateix, l'estimulació de la PLC per Cch és insensible al tractament de les cèl·lules amb

aquest quelant de Ca2+ i només hi ha reducció de la resposta per incubació amb

BAPTA/AM 90 uM durant 60 min, condició molt extrema que podria afectar la viabilitat

cel·lular (figura 2.9.).

Per altra banda, hem volgut analitzar l'efecte d'una preincubació de 20 min amb

BAPTA/AM 30 uM sobre la resposta de Ca2+ i l'estimulació de la PLC induïda per Cch

en cèl·lules predespolaritzades.

Tal i com es veu a la figura 2.10.A. el tractament esmentat no canvia els nivells

basais de la concentració de Ca2+ citosòlica ja que promitjant els valors de 25 cèl·lules de

3 experiments diferents trobem que aquesta és de 73,0 ± 9,1 nM en cèl·lules pretractades

amb BAPTA/AM (la concentració de Ca2+ en condicions control és de 69,7 ± 2,1 nM).

Ara bé, sí que es disminueix notablement tan el pic com la fase sostinguda de la resposta

induïda per KC1 40 mM, s'alenteix el retorn a nivells basais en la concentració de Ca2+

quan posteriorment el KC1 es redueix a 5,9 mM i, a més a més, s'elimina totalment la

resposta de Ca2+ induïda pel Cch després de la despolarització cel·lular.

Per contra, la preincubació de les cèl·lules amb BAPTA/AM no efecta la

potenciació de l'estimulació de la PLC per Cch deguda a una prèvia despolarització (figura

2.10.B.), fet que indica que aquesta amplificació del senyal no és deguda a l'increment en

la concentració de Ca2+ citosòlica resultat de l'alliberament de Ca2+ dels réservons

intracel·lulars.
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Figura 2.9. Efecte de quelar el Ca2+ intracel·Iular lliure amb BAPTA/AM en
l'estimulació de la PLC per Cch i KC1. Les cèl·lules han estat preincubades amb tampó
KH amb Ca2+ 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 ImM o bé amb KC1 40 mM. Els resultats són mitges ± S.E.M de 3 experiments
diferents realitzats per triplicat i s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids).
*Respostes significativament diferents a les respostes induïdes per les respectives cèl·lules
control (p<0,05).

130



Resultats

A
800-1

^ 600-

Ä" 400-
cd
U,

200-

n
&£££;

KCl

Cch

•
i>

1

"¡i

' *•,
V1»
ti

^^A-VV :
/ 1 A~JW. .
' '•̂ .·V·".··lí̂ '/t^;Xî ;̂ V

O 60 120 180 240

Temps (s)

B

M
PL,

Km

25-,

20-

15-

10-

Basal

Cch

Control BAPTA

Figura 2.10. Efecte del B APTA/AM en la moblització de Ca2+ intracel·lular i en
l'activació de la PLC per Cch en cèl·lules predespolaritzades. A: Les cèl·lules
premarcades amb fura-2/AM han estat preincubades amb tampó KH amb (línia contínua) o
sense (línia discontínua) B APTA/AM 30 u.M durant 20 min, tractades amb KC1 40 mM 1
min, i, després d'un rentat amb tampó KH amb KC1 5,9 mM, estimulades amb Cch 1 mM.
El perfil presentat correspon a una cèl·lula individual representativa de 25 cèl·lules
analitzades. Resultats similars s'han obtingut per tres cultius diferents. B: Hem seguit el
mateix protocol exposat en la figura A però determinant l'acumulació d'3H-InsPs. Per tant,
el LiCl a una concentració final de 10 mM ha estat addicionat al mateix temps que el Cch
1 mM. Els resultats són mitges ± S.E.M de 3 experiments independents realitzats per
triplicat i s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids).
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2.7. Estimació de l'estat d'ompliment dels réservons intracel·lulars de Ca2+

Com a últim pas en l'estudi del mecanisme d'activació de la PLC hem volgut

verificar l'efecte de les diferents condicions experimentals en l'estat d'ompliment dels

reservoris intracel·lulars de Ca2+. El protocol seguit s'explica als mètodes, breuement però,

consistiria en sotmetre les cèl·lules marcades amb fura-2/AM a la condició que interessa i

posteriorment tractar-les 1 min amb tampó KH sense Ca2"1" extracel·lular per després afegir

ionomicina a concentració final de 2 uM. Aquest tractament implica increments en la

concentració de Ca2"1" citosòlica com a conseqüència de l'alliberament del Ca2+

intracel·lular enmagatzemat, ja que per una banda la concentració de Ca2"1" extracel·lular és

molt baixa, i per una altra banda la ionomicina a aquesta concentració té més preferència

per les membranes intracel·lulars que per la membrana plasmática Q- La quantificació

d'aquest increment en la concentració de Ca2+ ha estat proposat com a índex indicatiu de

l'estat d'ompliment els reservoris intracel·lulars de Ca2+ (Montero et al., 1990).

L'aplicació d'aquesta tècnica indirecte de determinació de l'estat d'ompliment de

Ca2+ dels magatzems intracel·lulars en cultius primaris de CGC, mostra com una

preincubació de les cèl·lules amb tampó KH 1,3 mM de Ca2+ es tradueix en un increment

de la concentració de Ca2+ de 32,40 ± 1,7 nM quan s'aplica la ionomicina (n = 4 cultius

analitzant 25 cèl·lules per cultiu) (figura 2.11.). Aquest increment net és pràcticament

anul·lat quan la ionomicina s'addiciona després de deixar les cèl·lules 30 min sense Ca2+

(87,7 ± 6,1 % de reducció, com a mitjana de 3 cultius analitzant 25 cèl·lules per cultiu), i és

ampliat substancialment si les cèl·lules s'han predespolaritzat durant 1 min amb KC1 40

mM (83,6 ± 8,0 % d'increment net com a mitjana de 4 cultius, també analitzant 25 cèl·lules

per cultiu). Aquests resultats, per tant, confirmen els efectes d'ambdós tractaments sobre

els reservoris intracel·lulars de Ca2"1" que hem estat pressuposant fins ara (figura 2.11.).

Per altra banda, una preincubació de les cèl·lules amb cafeïna 10 mM o

thapsigargina 10 uM també redueixen significativament la resposta induïda per la

ionomicina, tot i que la magnitud de l'efecte d'aquests compostos és diferent (figura 2.11.).

Analitzant 25 cèl·lules per cultiu en 3 cultius diferents trobem un 48,5 ± 10,1 i un 20,4 ±

8,9 % de reducció per la cafeïna i la thapsigargina, respectivament, percentatges que

s'assemblem molt a la disminució que indueixen de l'estimulació de la PLC per Cch, i que

alhora suggereixen que el grau de depleció dels magatzems intracel·lulars de Ca2+

aconseguit per ambdues condicions és diferent.
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L'efecte d'una despolarització amb KC1 40 mM en cèl·lules preincubades 20 min

amb B APTA/AM 30 uM no pot ser estudiat directament per aquest procediment

experimental degut a que el BAPTA queia el Ca2+ alliberat per la ionomicina. Per tant,

l'hem estimat indirectament mesurant l'efecte de la ionomicina després d' 1 min

d'exposició a KC1 10 mM, ja que aquesta condició implica un increment de la concentració

de Ca2"1" citosòlica similar a la que s'observa en cèl·lules pretractades amb BAPTA/AM i

exposades a KC1 40 mM, tal i com es pot observar a la gràfica 2.12. i mostren els

increments de Ca2"1" (pic de la resposta) obtinguts a partir de l'anàlisi de 75 cèl·lules de 3

cultius diferents:

KCl lOmM 189±45nM

KC140 mM + BAPTA/AM 30 uM 20 min 180 ± 17 nM

Els resultats mostren com, l'increment de la concentració de Ca2"1" després

d'estimular les cèl·lules amb KC1 10 mM i d'afegir ionomicina en absència de Ca2+ és del

mateix grau que l'enregistrat per KC140 mM. Això permet suposar que el tractament de les

cèl·lules amb BAPTA/AM 30 uM durant 20 min, tot i quelar parcialment el Ca2"1" que entra

com a resultat de la despolarització, no efecta l'ompliment dels réservons intracel·lulars de

Ca2+ que es produeix en aqestes condicions.
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Figura 2.11. Estimació de l'estat d'ompliment dels réservons intracel·lulars de Ca2+.
Les cèl·lules preincubades amb fura-2/AM, han estat rentades durant 1 min amb tampó KH
sense Ca2* i exposades a ionomicina 2 uM després d'una preincubació de 30 min amb KH
amb (control) o sense Ca2+ (-Ca2+), o després d'una predespolarització amb KC1 40 o 10
mM (pre-K+), o bé després d'una preincubació de 20 min amb thapsigargina 10 |iM (Tg) o
cafeïna 10 mM (Caf). Els promitjos dels increments de la concentració de Ca2+ citosòlica
sobre el valor inicial (abans de l'aplicació de ionomicina) de 20-25 cèl·lules 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 cèl·lules control (p<0,05).
**Significativament diferent de les cèl·lules control (p<0,01).
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Figura 2.12. Increments en la concentració de Ca2+ citoplasmàtica induïda per KCI
10 mM i KCI 40 mM en presència de BAPTA/AM. A: Els cultius de CGC premarcats
amb fura-2/AM, han estat estimulats amb tampó KCI 10 mM durant 1 min. En tot moment,
el tampó KH contenia Ca2+ 1,3 mM. B: Els cultius de CGC premarcats amb fura-2/AM
han estat primerament preincubats 20 min en tampó KH amb Ca2+ 1,3 mM i BAPTA/AM
30 uM per després ser estimulats amb KCI 40 mM durant 1 min. El perfil presentat
correspon a una cèl·lula individual representativa de 25 cèl·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 capítol

Les dades experimentals obtingudes en l'estudi dels mecanismes d'activació de la

PLC estimulada per receptors muscarínics mostren com canvis en la concentració de Ca2+

extracel·lular a diferents temps previs a l'addició del Cch modulen la seva estimulació de la

PLC. Aquests canvis, però, no es correlacionen molt bé amb els canvis en la concentració

de Ca2+ citosòlic que aquestes mateixes manipulacions indueixen.

Tanmateix, les manipulacions del contingut de Ca2+ dels reservoris intracel·lulars

per diferents aproximacions experimentals, com ara l'ompliment per despolarització, el

parcial buidament per tractament amb thapsigargina i cafeïna o la depleció total per

preincubació de les cèl·lules durant 30 min amb tampó KH sense Ca2+, es correlacionen

molt bé amb la potenciació, disminució o inhibició total de l'estimulació de la PLC per

Cch, respectivament.

Cal ressaltar a més, que l'ompliment dels reservoris intracel·lulars de Ca + per una

predespolarització de les cèl·lules potencia l'estimulació de la PLC per Cch de manera

independent al Ca2+ extracel·lular i a l'alliberació del Ca2+ dels reservoris intracel·lulars

que aquest agonista indueix. Així ens ho demostra el fet de que, en cèl·lules

predespolaritzades, el quelant de Ca2+ citosòlic BAPTA/AM no efecti a la potenciació de

l'estimulació de la PLC per Cch però si que anul·li la seva resposta de Ca2+.

El conjunt d'aquestes dades, suggereix que l'estimulació de la PLC per receptors

muscarínics en cultius primaris de neurones granulars és regulada pel contingut de Ca +

dels reservoris intracel·lulars més que no pels canvis en la concentració de Ca2+ citosòlica

produits per 1'agonista.
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3. Expressió i caracterització farmacològica dels receptors

metabotròpics del glutamat responsables de l'estimulació de la

PLC i dels senyals de Ca2+

3.1. Introducció

En el primer capítol 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 inexistència d'eines moleculars i

farmacològiques 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'mGluR responsable d'aquesta resposta i només existeixin dades procedents d'una

caracterització farmacològica limitada en cultius de 4-6 DIV que suggereixen que

l'activació de la PLC és deguda al receptor mGluRl (Toms et al., 1995). A més a més,

existeixen estudis tan sobre l'expressió dels ARNm dels mGluRs del grup I (Aronica et al.,

1993; Prézeau et al., 1994; Santi et al., 1994) com de la proteïna-receptor (Copani et al.,

1998) però els resultats descrits sobre el perfil temporal de la seva expressió són

divergents.

Així, doncs, abans de procedir en estudis mecanístics derivats de l'activació de

receptors acoblats a proteïnes G en neurones, hem cregut oportú analitzar l'expressió i

caracteritzar el subtipus de mGluR responsable de l'activació de la PLC i del senyal de

Ca2+ en cultius de CGC madurs, de 8-9 DIV.
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3.2. Anàlisi de l'expressió dels mGluRla i mGluRS en CGC per Western blot

Hem estudiat el patró d'expressió dels receptors mGluRla i mGluRS en cultius de

CGC de 3 a 12 DIV, utilitzant anticossos policlonals selectius. Per excloure cap

inespecificitat en la detecció, hem fet controls amb cèl·lules CHO transfectades amb els

receptors humans hmGluRla o hmGluRS, tal i com es descriu als mètodes.

Els western blots obtinguts, dels quals s'en mostra un de representatiu a la figura

3.1., mostren que ambdós receptors s'expressen en neurones granulars als diferents DIV

estudiats. En els minigels desnaturalitzats i en condicions reductores, el mGluRla migra

com a única banda d'aproximadament 150 kDa mentre que el mGluRS ho fa com a dues

bandes diferents.

En cèl·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

glicosilació del receptor dins de la cèl·lula (Mody et al., 1999). Per tant, aquesta també

podria ser l'explicació de que en CGC l'anticòs anti-mGluR5 detecti dues bandes de massa

molecular molt similar així com de les diferències entre ambdós tipus cel·lulars.

En CGC, l'expressió del mGluRla es manté constant entre els 3 i 12 DIV, mentre

que els nivells de proteïna del mGluRS augmenten amb el temps in vitro. Aquests resultats

es correlacionen amb els nivells de ARNm d'ambdós subtipus descrits per Santi et al.,

1994 i, en part, amb l'anàlisi d'expressió proteica realitzat per Copani et al., 1998. Per altra

banda, si es considera que els astròcits expressen predominantment el subtipus mGluRS

(Balázs et al., 1997; Condorelli et al., 1997), no podem excloure del tot que part de

l'increment en l'expressió del mGluRS en els nostres cultius sigui degut a la proliferació

d'algunes cèl·lules glials.

Finalment, comentarem que els nivells d'expressió del mGluRla semblen similars

als que s'indueixen en les cèl·lules CHO transfectades amb hmGluRla quan són tractades

amb 10 uM d'IPTG durant unes 20 hores, però els nivells de mGluRS en CGC són

inferiors als que es troben en qualsevol mostra de cèl·lules CHO transfectades amb

hmGluRS i tractades amb IPTG (cal tenir present que a la figura 3.1.B. els nivells de

proteïna de les cèl·lules CHO transfectades amb hmGluRS és 4 vegades inferior a la

quantitat de proteïna de les mostres de CGC).
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Figura 3.1. Anàlisi per immunoblot dels niGIuRs del grup I en extractes cel·lulars. A:
Extractes de cultius primaris de neurones granulars (CGC) a 3,6,9 i 12 DIV; cèl·lules CHO
transfectades amb el hmGluRloc incubades 20 hores sense o amb IPTG 10 uM (que
indueix l'expressió del gen transfectat); i cèl·lules CHO transfectades amb el hmGluRS
incubades 20 hores amb IPTG 100 jaM, han estat analitzats per Western blot i
immunodectats amb un anticòs específic anti-mGluRla. 10 u,g de proteïna 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; cèl·lules CHO transfectades amb el hmGluRS incubades
20 hores amb IPTG 5, 10 o 100 jaM; i cèl·lules CHO transfectades amb el hmGluRla
incubades 20 hores amb IPTG 100 uM, han estat anlitzats per Western blot i
immunodetectats amb un anticòs específic anti-mGluR5. Cada mostra analitzada conté 10
ug de proteïna, excepte les mostres de cèl·lules CHO transfectades amb hmGluRS que
tenen 2,5 ^g de proteïna i la mostra de CGC a 6 DIV que té 5 jig.

139



Resultats

3.3. Caracterització dels subtipus de mGluRs implicats en l'activació de la
PLC

Els resultats que acabem d'exposar mostren com tan el mGluRla com el mGluRS

s'expressen en cultius de CGC madurs, és a dir de 8-9 DIV, i tots dos són candidats a ser

els responsables de l'activació PLC que es detecta en aquest sistema neuronal. Per tant, era

important realitzar una caracteritació farmacològica d'aquesta resposta.

Per tal de tenir respostes quantifïcables, hem determinat l'activació de la PLC com

l'acumulació d'3H-InsPs després de 30 minuts de l'aplicació dels diferents agonistes i de

LiCl a una concentració final de 10 mM. En les condicions en què preteníem mesurar

l'activació els mGluRs per Glu o quisqualat (Quis) hem preincubat les cèl·lules 20 min

amb CNOX 30 uM i AP5 50 uM, per tal d'eliminar la participació 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, 1'agonista inespecífïc dels mGluRs

\S,3R-ACPD i l'agonista selectiu dels mGluRs del grup I (S)-3,5-dihydroxyphenylglycine

(DHPG) però no l'agonista selectiu pel receptor mGluRS (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 l'agonista més potent amb un valor de ECso de 8,2 ± 1,1 uM (n = 4),

seguit pel DHPG amb una EC50 de 9,1 ± 1,1 [M (n - 3), el IS,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,

però, el Glu exhibeix un efecte màxim superior als altres agonistes (1344 ± 47 % del

basal). El Quis té un efecte màxim de 725 ± 25 % el basal, mentre que el DHPG i el 1S.3R-

ACPD amb uns efectes màxims de 362 ± 8 i 295 ± 5 % del basal, respectivament, tal i com

es pot comprovar a la taula 3.1.

Considerant que la seqüència ordenada d'agonistes segons la seva potència

correspont al perfil farmacològic característic dels mGluRs del grup I (Conn i Pin, 1997;

Schoepp et al., 1999) i el CHPG no indueix cap activació de la PLC, aquestes dades

suggereixen que en l'esmentada resposta l'únic receptor implicat és el mGluRl.
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Figura 3.2. Corbes concentració-efecte de l'estimulació de la PLC per agonistes dels
receptors mGluRs. Els cultius premarcats amb 3H-Inositol han estat incubáis durant 30
minuts amb Glu Quis, DHPG, IS,3R-ACPD i CHPG a les concentracions indicades i en
presència de LiCl 10 mM. En el cas del Glu i Quis, les cèl·lules, a més a més, han estat
preincubades amb els antagonistes dels iGluRs, CNQX 30 uM i AP5 50 uM. L'activitat
basal era de 4,20 ± 0,26 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids). Els resultats s'expressen
com a percentatge del basal i són mitges ± S.E.M de 3 experiments independents fets per
triplicat.

Glu
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1S,3R-ACPD
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1344 ±47

725 ± 25

362 ± 8

295+ 5

EC50 (uM)

116,1 ±13,6

8,2 ± 1,1

9,1 ± 1,1

56,4 ± 6,4

nH

1,0 ±0,1

1,1 ±0,2

1,0 ±0,1

Taula 3.1. Paràmetres de l'activació de la PLC per agonistes dels mGluRs en
monocapes de neurones granulars de cerebel. Els paràmetres: efecte màxim (Emàx),
concentració que produeix el 50% de l'Emàx (EC50) i coeficient de Hill (nH) s'han
determinat per ajust a l'equació de Hill per regressió 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/(3H-InsPs + 3H-lípids).
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Hem continuat l'estudi farmacològic de l'estimulació de la PLC pels mGluRs,

determinant l'efecte de diferents antagonistes sobre l'acumulació d'3H-InsPs induïda per

Glu 100 uM. Els compostos escollits, primerament, han estat el (S)-a-metil-4-

carboxifenilglicina (MCPG) i l'àcid l-aminoindan-l,5,-dicarboxílic (AIDA), que mostren

una potència més elevada antagonizant l'efecte del Glu a través del mGluRl que del

mGluRS (Brabet et al., 1995; Moroni et al., 1997) i d'altra banda l'àcid

ciclopropan[b]cromen-la-carboxílic (CPCCOEt), antagonista no competitiu del mGluRl

(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 l'estimulacióde la PLC per Glu amb valors de la

IC50de 66,5 ± 12,0 uM, 91,8 ± 15,0 (aM i 12,1 ± 1,4 |aM, 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 mGluRS (Varney et al., 1999; Gasparini et al., 1999).

Aquests compostos són capaços d'inhibir, en sistemes d'expressió heteròloga, les respostes

del receptor hmGluRSa amb una ICso de 0,29 |iM i 39 nM, respectivament. Per contra, la

seva inhibició de respostes mitjançades pel receptor hmGluRlß es caracteritza per

presentar valrs d'ICso superiors a 100 uM. A la figura 3.3.B., es pot observar com ni el

MPEP ni el SIB-1893 poden inhibir significativament l'estimulació de la PLC per Glu 100

uM, només es produeix una petita inhibició (34,3 %) per concentracions altes de MPEP

(10 uM). Cap dels antagonistes emprats efecten l'activitat PLC basal.

El conjunt d'aquestes dades farmacològiques ens demostren que el receptor

mGluRl és l'únic subtipus de mGluR que participa en l'activació de la PLC per Glu o

altres agonistes.
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Figura 3.3. Efecte d'antagonistes dels mGluRs del grup I en l'activació de la PLC per
Glu. A: Els cultius primaris de neurones granulars maracats amb 3H-Inositol han estat
preincubats 20 minuts amb CNQX 30 pM, AP5 50 uM i els antagonistes indicats, selectius
pels receptors mGluRs del grup I (AIDA I MCPG) o pel receptors mGluRl (CPCCOEt),
abans d'una incubació addicional de 30 min amb Glu 100 ̂ M i LiCl 10 mM. B: Els cultius
de neurones granulars han estat tractats d'igual manera que en l'apartat A, però ara els
antagonistes utilitzats són el MPEP i el SIB-1893, selectius pel receptors mGluRS. Els
resultats s'expressen com a percentatge de la resposta en cèl·lules preincubades només amb
els antagonistes dels receptors iGluRs i estimulades amb Glu 100 jjM, i són mitges ±
S.E.M. d'almenys 3 experiments fets per triplicat.
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3.3. Caracterització dels subtipus de receptors implicats en el senyal de

Ca2* induït per agonistes dels mGluRs

Fins al moment, les nostres dades indiquen que els cultius de CGC madurs

expressen tan el receptor mGluRloc com el receptor mGluRS, però només el primer activa

la PLC. Ambdós receptors poden, en altres sistemes neuronals, genenar senyals de Ca2"1".

Per investigar aquesta possibilitat hem realitzat una caracterització de la resposta similar a

la descrita anteriorment per l'activació de la PLC.

Així, primerament hem estudiat les respostes de Ca2"1" en cultius de CGC de 9 DIV

premarcats amb fura-2/AM i preincubats 20 min amb CNQX 30 (iM i AP5 50 uM. El Glu,

a ImM, l'hem aplicant durant 1 min abans i després d'una despolarització de les cèl·lules

amb KC1 40 mM. El protocol seguit ha estat, per tant, el mateix que el descrit al capítol 2

dels resultats per les respostes induïdes pels receptors muscarínics.

Els senyals de Ca2"1" induïts pel Glu mostren una gran heteretogeneïtat entre cèl·lules

d'un mateix cultiu i entre diferents cultius. Així, en cèl·lules predespolaritzades, el Glu

indueix un increment en la concentració de Ca2"1" citosòlica ràpid i transitori (pic) de 1,84

± 0,08 vegades el basai en el 60 % de le cèl·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 cèl·lules abans

de despolaritzar-les durant 1 min, és a dir, d'emplenar els seus réservons intracel·lulars de

Ca +, el Glu ImM és incapaç d'induir cap resposta de Ca2+ en 3 dels 8 cultius analitzats

(figura 3.4.A) però sí que propicia un increment de Ca2"1" citoplasmàtic (1,62 ± 0,06

vegades el basal) en el 20 % de les cèl·lules que també responen al Glu després de la

despolarització en els altres 5 cultius (figura 3.4.B). En absència de Ca2+ extracel·lular, el

Glu només indueix un increment en la concentració de Ca+ en cèl·lules

predespolaritzades i aquest és més petit que el que es registra en presència de Ca +, essent

com a promig de 25 cèl·lules de 3 cultius analizáis de 1,27 ± 0,02 vegades el basal (figura

3.4. A i B.). Cal fer esment que, en tots els cultius analitzats, el Glu és capaç d'induir grans

respostes de Ca2+ en molt poques cèl·lules (< 8 % de cèl·lules totals). El perfil d'aquestes

respostes, i el fet de que són totalment suprimides en absència de Ca2"1" extracel·lular,

permet afirmar que es tracta de respostes mitjançades pels receptors iGluRs que en algunes

cèl·lules no queden del tot bloquejats (figura 3.4.C).
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Figura 3.4. Efecte del GIu en la concentració de Ca2+ citosòlica. Després del marcatge
amb ftira-2/AM i una preincubació de 20 min amb CNQX 30 jaM i AP5 50 nM, les
cèl·lules han estat estimulades amb Glu 1 mM abans i després d'una despolarització
transitòria amb KCI 40 mM en presència i absència de Ca2"1" extracel·lular, tal i com
s'indica. Els perfils presentats corresponen a tres cèl·lules individuals representatives de les
respostes que el Glu indueix en 8 cultius analitzats.
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Per altra banda, també hem estudiat l'efecte d'altres agonistes dels mGluRs. El Quis

30 uM (en cèl·lules preincubades 20 min amb CNQX 30 \M i AP5 50 jaM), el \S,3R-

ACPD 300 uM i el DHPG 100 uM també indueixen respostes de Ca2+ en forma de pic en

cèl·lules predespoalritzades, els valors de les quals són 1,60 ± 0,07, 2,03 ± 0,34 i 1,85 ±

0,23 vegades el basal, respectivament (n = 3 cultius, analitzant 25 cèl·lules/cultiu). De totes

maneres, aquestes respostes només s'observen en cèl·lules predespolaritzades i el

percetnatge de cèl·lules que responen depèn de l'agonista: 35-45 % pel Quis, 50-55 % pel

IS,3R-ACPD i 15-20 % pel DHPG. A més a més, aquestes respostes són totalment

dependents de la presència de Ca2+ extracel·lular durant l'estimulació, tal i com s'observa

a la figura 3.5. i ha estat descrit anteriorment pel 15,3/ï-ACPD (Irving et al., 1992a).

Ara bé, l'aplicació de l'agonista selectiu dels receptors mGluR5 CHPG a diferents

concentracions i fins a 2 mM, no genera cap senyal de Ca2+, ni en cèl·lules control ni en

cèl·lules predespolaritzades (figura 3.6.A.). I finalment, la preincubació de les cèl·lules

durant 20 min amb l'antagonista selectiu dels receptors mGluRl CPCCOEt 100 uM,

resulta en una inhibició total del senyal de Ca2+ que genera el Glu ImM (figura 3.6.B.).

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

respostes de Ca2+ en cultius de CGC de 9 DIV és també el receptor mGluRl.

3.5. Resum i conclusions del capítol

Les dades dels westerns blots mostren com cultius de neurones granulars a diferents

dies expressen els receptors mGluRlcc i mGluRS, essent l'expressió del primer constant i

la del segon creixent amb el temps in vitro del cultiu.

Malgrat l'expressió d'ambdós receptors, però, els nostres estudis farmacologies

mostren com només el mGluRl és responsable de l'activació de la PLC i la resposta de

Ca2+ que diferents agonistes dels mGluRs indueixen en cultius de CGC de 9 DIV.
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Figura 3.5. Respostes de Ca2* induïdes per diferents agonistes dels mGluRs. Cultius de
CGC de 9 DIV premarcats amb Fura-2/AM han estat estimulats amb DHPG 100 pM (A),
Quis 30 \iU (B) o 15.3Ä-ACPD 300 \M (C) durant 1 min, abans i després d'una
despolarització de 1 min amb KCI 40 mM, i en presència (+Ca2+) i absència (-Ca2+) de
Ca2+ extracel·lular. Els perfils mostrats corresponen a una única cèl·lula representativa de
25 cèl·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 Ca2+. A: Cultius de
CGC de 9 DIV han estat estimulats amb CHPG 2 mM durant 1 min abans i després d'una
despolarització de 1 min amb KCl 40 mM, i en presència de Ca2+ extracel·lular. B: Cultius
de les mateixes característiques que A han estat preincubats 20 min amb CNQX 30 |aM,
AP5 50 H.M i CPCCOEt 100 uM i posteriorment estimulats amb Glu 1 mM durant 1 min
abans i després d'una despolarització transitòria amb KCl 40 mM, també d'l min. Els
perfils mostrats corresponen a una única cèl·lula representativa de 25 cèl·llues del mateix
cultiu analitzades. Resultats similars s'han obtingut en tres cultius diferents.
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4. Modulació pel Ca2* intra- i extracel·lular de l'activació de la PLC

pels receptors metabotròpics del glutamat

4.1. Introducció

Les nostres dades mostren, fins al moment, que en cultius primaris de neurones

granulare de cerebel, el Glu estimula la PLC i indueix senyals de Ca2+ exclusivament a

través dels receptors mGluRl. Aquestes respostes són sensibles al Ca2"1" extracel·lular i,

almenys l'activació de la PLC és mitjançada per una proteïna G, tot i que la diferència en la

magnitud de la mateixa estimulació en membranes i cèl·lules senceres, ens condueix a

considerar la participació d'algun altre element regulador d'aquesta resposta.

Els mGluRs, juntament amb els receptors de Ca2"1" i els receptors de GABAß,

pertanyen a un subgrup de receptors que sembla presentar característiques especials i

diferenciadores de la resta de GPCRs, entre les quals cal destacar la capacitat de sensar el

Ca2+ extracel·lular (Schoepp et al., 1999). Així, mentre alguns autors han descrit com

canvis de l'orde de mM en la concentració de Ca2+ extracel·lular resulten en una regulació

directa de l'activació de la PLC pels mGluRs en sistemes d'expressió heteròloga (Saunders

et al., 1998; Kubo et al., 1998), altres autors han clonat un receptor mGluR de cervell de

salmó bifuncional, és a dir, que és activat tan per Glu com per ions Ca2+ (Kubokawa et al.,

1996).

Per altra banda, s'ha proposat que en CGC despolaritzades, els mGluRs induirien

un acoblament entre els receptors RyR i 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 formació d'Insl,4,5P3 (del Río et al, 1999). Finalment, en el mateix

sistema neuronal, nosaltres hem demostrat que l'activació de la PLC pels receptors

muscarínics és regulada pels réservons intracel·lulars de Ca2+.

El conjunt d'aquestes dades ens aporten, per tant, diferents possibilitats en relació
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als mecanismes d'activació de la PLC per receptors mGluRl i la seva regulació pel Ca2"1".

Així, el Ca2"1" extracel·lular 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 concentració de Ca2+ citosòlic i/o pels réservons intracel·lulars de Ca2"1",

especialment aquells que expressen receptors RyR.

Per tal d'estudiar aquests possibles i interessants mecanismes de l'activació de la

PLC pels mGluRls hem fet un estudi paral·lel al realitzat per l'estimulació del mateix

sistema efector per part dels receptors muscarínics (capítol 2 dels resultats).

4.2. Efectes de canvis en la concentració extracel·lular de Ca2* en

l'estimulació de la PLC per Glu

Anteriorment hem demostrat que el grau d'activació de la PLC inicial es pot

determinar mesurant l'acumulació dels 3H-InsPs en cèl·lules permarcades amb [3H]Inositol

i estimulades 1 min amb agonista en presència de LiCl 10 mM (apartat 2.1. dels resultats).

Utilitzant aquest procediment hem estudiat els mecanismes d'activació de la PLC per Glu 1

mM en cultius de CGC a 9 DIV, pretactant-los 20 min, abans de qualsevol estimulació,

amb els antagonistes CNQX i AP5 a una concentració de 30 uM i 50 uM, respectivament.

D'aquesta manera, ens assegurem d'anul·lar una possible contribució dels receptors

iGluRs.

Com a pas inicial en els estudis acabats d'esmentar hem determinat la dependència

de la resposta al Ca2+ extracel·lular en aquesta activitat PLC inicial introduint canvis en la

concentració d'aquest ió abans i durant l'estimulació amb Glu. Els resultats mostren com el

Glu indueix una considerable acumulació d'3H-InsPs (172,8 ± 9,8 % del basal, n = 3) si les

cèl·lules han estat preincubades i estimulades en presència de Ca2"1" a una concentració de

1,3 mM. La substitució del tampó KH per un tampó igual però nominalment lliure de Ca2+

a diferents intervals de temps previs a l'addició del Glu i el Li+, es tradueix en una ràpida

disminució de l'activació de la PLC induïda per l'agonista (48,8 ± 9,1 %, 48,8 ± 5,1 % i

59,9 ± 11,4 % de reducció de la resposta en comparació amb la que es dóna quan les

cèl·lules es preincuben i s'estimulen en presència de Ca2"1" extracel·lular, després de 1,3 i

10 min de l'omissió de Ca2+, respectivament; n = 3). Aquestes respostes no són

significativament diferents de la resposta que té lloc quan els cultius són preincubats 30
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min i estimulats en absència de Ca2+ extracel·lular, tal i com es pot observar a la figura

4.1.. Per altra banda, si després de la preincubació de 30 min sense Ca2"1", es substitueix el

tampó KH per un tampó KH amb Ca2"1" 1,3 mM a diferents intervals temporals abans de

l'estimulació de la PLC amb Glu, la resposta es recupera completament. Així, fins i tot la

resposta que es registra quan l'estimulació té lloc 1 min després de l'addició del Ca2+ no és

significativament diferent de la que podem determinar en cèl·lules control, és a dir,

preincubades i estimulades en presència de Ca2+ 1,3 mM (figura 4.1.).

La conclusió més evident que aquests resultats suggereixen és la importància de la

presència del Ca2"1" extracel·lular durant l'estimulació de la PLC pels receptors mGluRl.

Ara bé, si recordem les dades exposades anteriorment a la figura 2.4. que indiquen

clarament com l'omissió del Ca2+ extracel·lular resulta en una ràpida disminució de la

concentració de Ca2+ citosòlic (aproximadament un 36 % de reducció) i que aquesta toma

als nivells basais en menys d' 1 min després de l'addició de Ca2+, cal considerar la

possibilitat de que els ràpids efectes dels tractament acabats d'exposar sobre l'activació de

la PLC per Glu puguin ser un réflexe dels efectes dels canvis en la concentració de Ca2+

citosòlic sobre la resposta.

A part d'aquests factors, l'absència de Ca2+ extracel·lular resulta també en una

depleció dels réservons intracel·lulars de Ca2"1", per tant cal estudiar la possible participació

d'aquests en l'activació de la PLC per Glu.

4.3. Estimulació de la PLC per Glu en cèl·lules predespolaritzades

Per tal d'explorar les possibilitats comentades hem determinat l'estimulació de la

PLC en cèl·lules prèviament despolaritzades amb KC1 40 mM durant 1 min. Aquest

tractament, tal i com s'ha demostrat anteriorment, emplena els réservons intracel·lulars de

Ca2+ i és necessari per a què el Glu indueixi increments transitoris (en forma de pic) de la

concentració de Ca2"1" citosòlica en la majoria de les cèl·lules (veure figura 3.4. dels

resultats).

Tal i com es pot veure a la figura 4.2., les cèl·lules tractades 1 min amb KC1 40 min,

preincubades 1 min amb tampó KH i estimulades 1 min amb Glu 1 mM coaddicionat amb

LiCl a una concentració final de 10 mM, presenten una activació de la PLC superior a la

que es registra en cèl·lules control, és a dir, no predespolaritzades (augment
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d'aproximadament el 60 %, n = 3). Aquesta resposta és sensible al Ca2+ extracel·lular, ja

que si l'estimulació de la PLC per Glu es fa en absència d'aquest ió es produeix una

disminució (36,8 ± 4,0 % de reducció). Alhora, si la despolarització es fa en absència de

Ca2+ la potenciació de la resposta no té lloc, i per tant l'activació metabotròpica de la PLC

és igual en cèl·lules tractades o no amb KC140 mM (figura 4.2.).

La inhibició per absència de Ca2+ de l'activació de la PLC i el senyal de Ca2+

induits per Glu és del mateix ordre, i això suggereix que canvis en la concentració

citosòlicade Ca2+ modulen l'activació de la PLC per Glu.

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

La predespolarització implica un major estat d'ompliment dels réservons

itnracel·lars que podrien regular possitivament una posterior activació de la PLC per Glu,

tal i com hem proposat pel Cch, però alhora permet un increment de la concentració de

Ca2+ citosòlica quan aquest agonista és addicionat, i aquest també podria regular

l'activació de la PLC per Glu.

Per explorar aquest fet amb més detall, hem determinat les respostes del Glu en

cèl·lules predepolaritzades i que prèviament han estat preincubades durant 20 min amb el

quelant de Ca2+ citoplasmàtic permeable a la membrana, BAPTA/AM (30 uM). Cal

recordar que aquest tractament premet anul·lar petits increments en la concentració de

Ca2"1" però no impedeix l'ompliment dels réservons intracel·lulars de Ca2"1" (veure apartat

2.7. dels resultats).

Tal i com es pot veure a la figura 4.3., la preincubació de les cèl·lules amb

BAPTA/AM 30 uM disminueix significativament l'acumulació d'3H-InsPs (52,5 ± 10,5 %

reducció, n = 3) i anul·la la senyal de Ca2"1", ambdues induïdes pel Glu en cèl·lules

predespolaritzades. Aquestes dades apunten, per tant, a que la potenciació de l'estimulació

de la PLC per Glu és deguda a que l'ompliment dels réservons intracel·lulars de Ca2"1"

permet la mobilització de Ca2+ i el conseqüent increment de la concentració de Ca2+

citoplasmàtica.
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Figura 4.1. Dependència del Ca2+ extracel·lular de l'estimulació de la PLC per Glu.
A: els cultius de neurones granulars han estat marcats amb 3H-Inositol i posterioment
mantinguts 30 minuts amb tampó KH 1,3 mM de Ca2+. Les cèl·lules, posteriorment, han
estat stimulades durant 1 min amb Glu 1 mM tan en presència (+Ca2+) com en absència de
Ca2+ (-Ca2+). En aquest últim cas, les cèl·lules han estat mantingudes durant diferents
intervals de temps en absència de Ca2+ abans de l'addició de 1'agonista i el Li*. B: Els
cultius premarcats han estat incubais durant 30 min amb un tampó KH sense Ca2+ afegit i
estimulats durant 1 min en presència (+Ca2+) o absència de Ca2+ (-Ca2+). En aquest últim
cas, les cèl·lules han estat tractades amb Glu i LiCl després de ser exposades durant
diferents temps a un tampó KH amb Ca2+ 1,3 mM. Els resultats s'expressen com a 3H-
InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids) i són 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 cèl·lules preincubades i
estimulades en presència de Ca2+ 1,3 mM (p<0,05).
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Figura 4.2. Efecte d'una prèvia despolarització en l'estimulació de la PLC per
mGluRl. Els cultius de CGC han estat preincubats amb tampó KH durant 30 min i tractats
1 min amb tampó KH amb KC1 5,9 mM (cèl·lules control) o 40 mM (cèl·lules
predespolaritzades). Posteriorment, el tampó ha estat substituït per un tampó KH de KC1
5,9 mM i 1 min més tard, les cèl·lules han estat estimulades amb Glu ImM i LiCl 10 mM.
Tots els passos, preincubació, predespolarització i estimulació, han estat realitzats tan en
presència (+Ca2+) com en absència (-Ca2+) de Ca2"1" 1,3 mM, tal com està indicat. Els
resultats són mitges ± S.E.M de 3 experiments independents i realitzats per trilicat i
s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids). *Respostes significativament
diferents de les que es troben en les respectives cèl·lules preincubades i estimulades en
presència de Ca2+ extracelllular tan en cèl·lules control com en cèl·lules
predespolaritzades. **Respostes de cèl·lules predespolaritzades que són significativament
diferents de la resposta de les cèl·lules control preincubades i estimulades en presènica de
Ca2+ extracel·lular (p<0,05).
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Figura 4.3. Efecte del BAPTA/AM en la mobilització de Ça2* intraceMular i en
l'activació de la PLC per Glu en cèl·lules predespolaritzades. A: Les cèl·lules
premarcades amb fura-2/AM han estat preincubades amb tampó KH amb (línia contínua) o
sense (línia discontínua) BAPTA/AM 30 \)M durant 20 min, tractades amb KC1 40 mM 1
min, i, després d'un rentat amb tampó KH amb KC1 5,9 mM, estimulades amb Glu 1 mM.
El perfil presentat correspon a una cèl·lula individual representativa de 25 cèl·lules
analitzades pel sistema de 'Ca2+ imaging'. Resultats similars s'han obtingut per tres cultius
independents. B: S'ha seguit el mateix protocol exposat en la figura A però determinant
l'acumulació d'3H-InsPs. Per tant, LiCl 10 mM ha estat addicionat al mateix temps que el
Glu 1 mM. Els resultats són mitges ± S.E.M de 3 experiments independents realitzats per
triplicat i s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + H-lípids). * Resposta
significativament diferent de la que es troba en cèl·lules control.
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4.5. Participació dels recptors de rianodina en l'estimulació de la PLC per

Glu

Finalment hem analitzat l'implicació dels RyR en l'estimulació 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 Ca2+ induïda per receptors mGluRs en CGC despolaritzades

(Chavis et al., 1996; del Río et al., 1999). Així, hem preincubat les cèl·lules durant 20 min

amb rianodina a 10 uM, concentració 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 disminució de l'estimulació de la PLC per Glu en cèl·lules

predespolaritzades (42,3 ± 11,2 % de reducció, n = 3), però no efecta a la mateixa resposta

en cèl·lules control, és a dir, no despolaritzades.

A més a més, en presència de rianodina, l'acumulació d'3H-InsPs induïda pel Glu

és similar en cèl·lules control i cèl·lules predespolaritzades, fet que suggereix una

implicació de l'alliberament de Ca2+ a través dels receptors RyR en la modulació de

l'activació de la PLC pels mGluRl. I això, representa un altre tret diferencial dels mGluRs

respecte els receptors muscarínics, ja que l'acumulació d'3H-InsPs induïda pel Cch no es

veu efectada per una preincubació amb rianodina 10 uM , ni en cèl·lules control ni en

cèl·lules despolaritzades (figura 4.4.B).

2.8. Resum i conclusions del capítol

L'estudi dels mecanismes d'activació de la PLC per receptors mGluRl en neurones

granulars de cerebel mostra, en primer lloc, com la presència de Ca2"1" extracel·lular durant

l'estimulació és important per aquesta activitat, ja que per una banda, l'estimulació en

presència de Ca2"1" és independent d'una prèvia preincubació de les cèl·lues amb tampó

KH sense Ca2"1"; i per altra banda, l'omissió del Ca2+ només un min abans de l'addició del

Glu es tradueix en una considerable disminució de la resposta. Aquestes dades són

consistents amb recents estudis que suggereixen com el Ca2"1" pot unir-se directament als

mGluRs i modular-ne la seva activitat (Saunders et al., 1998; Kuboe t al., 1998).

156



Resultats

Addicionalment, aquests canvis en la concentració de Ca2+ extracel·lular a

diferents temps previs a l'estimulació modulen l'activitat PLC estimulada per Glu de

manera proporcional als canvis en la concentració de Ca2+ citosòlica que aquestes

mateixes manipulacions indueixen. Fet que insinua com canvis moderatsen la concentració

citosòlica de Ca2"1" poden regular l'estimulació de la PLC pels mGluRl en CGC.

Aquesta conclusió està recolzada per altres dades experimentals. Així, l'acumulació

dels 3H-InsPs induïda pel Glu pot ser incrementada si les cèl·lules han estat prèviament

despolaritzades. En aquestes condicions, el Glu també indueix un increment transitori de la

concentració de Ca2"1" citosòlica, i els nostres resultats utilitzant el quelant de Ca2+

citoplasmàtic BAPTA/AM indiquen que pot ser precisament aquest últim incrementel

responsable de la potenciació de l'estimulació de la PLC per Glu.

Finalment, els nostres resultats suggereixen que en cèl·lules despolaritzades, la

mobilització de Ca2"1" a través de receptors de RyR induïda pel Glu, regula l'activitat PLC.
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Cèl·lules control Cèl·lules predespolaritzades

Control Ry Control Ry

Figura 4.4. Efecte de la rianodina en l'activació de la PLC per Glu. Comparació amb
l'estimulació muscarínica. A: Les cèl·lules han estat preincubades 20 min amb (Ry) o
sense (control) rianodina 10 uM, tractades amb tampó KH amb KC1 5,9 mM (cèl·lules
control) o 40 mM (cèl·lules predespolaritzades) durant 1 min, rentades amb un tampó KH
no despolaritzant un altre min i posteirorment estimulades amb Glu 1 mM en presència de
LiCl 10 mM. B: S'ha seguit el mateix protocol que per la figura A, però estimulant els
cultius amb Cch 1 mM. Per les condicions en què els cultius han estat tractats amb
rianodina, aquest compost ha estat present també durant la despolarització i l'estimulació.
Els resultats són mitges ± S.E.M de 3 experiments independents realitzats per triplicat i
s'expressen com a 3H-InsPs x 100/(3H-InsPs + 3H-lípids). *Resposta significativament
diferent de la que es troba en cèl·lules control.
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5. Expressió dels isoenzims de la PLC en cultius primaris de

neurones granulars. Translocació de la PLC-ß1 induïda per

activació dels receptors muscarínics de l'acetilcolina.

1.1. Introducció

Com s'ha dit a la introducció, l'activitat PLC de mamífers està representada per tres

famílies: PLC-ß, PLC-y i PLC-Ô, que es caracteritzen per tenir diferents mecanismes

d'activació. Alhora, aquests tres grups principals presenten diferents isoenzims amb

patrons d'expressió característics i podrien estan activats per diferents receptors, almenys

en cervell (Ross et al., 1989; Tanaka et al., 1994 i Watanabe et al., 1998). Així la PLC-ß l

s'expressa majoritàriament a l'escorça cerebral i a Phipocamp on és activada pels receptors

muscarínics, i la PLC-ß4 es localitza principalment al cerebel i és estimulada

majoritàriament pels receptors metabotròpics del glutamat (Kim et al., 1997).

Per altra banda, la sensibilitat al Ca2+ també sembla ser diferent per cada isoenzim,

proposant-se que la PLC-o com a més sensible que la PLC-ß i PLC-y (Allen et al., 1997),

fet que implica una regulació diferencial per part d'aquest ió de l'activitat de cada un dels

isoenzims.

Nosaltres hem demostrat que en cultius primaris de CGC existeixen isoenzims

sensibles a la concentració de Ca2+ citoplasmàtic, que poden ser activats per

despolarització amb altes concentracions de KC1, i que el mecanisme d'activació i

regulació de la PLC és diferent depenent del receptor que estimula aquesta activitat. Així,

els receptors muscaríncis estimulen la PLC per un mecanisme que sembla sensar els nivells

de Ca2"1" dels réservons intracel·lulars i sembla ser independent de canvis moderats en la

concentració de Ca2+ citoplasmàtic, mentres que l'estimulació de la PLC per receptors

metabotròpics del glutamat sembla dependre de la presència de Ca2+ extracel·lular durant

l'estimulació i ser regulat per la concentració de Ca2"1" al citosol cel·lular. Aquests resultats
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podrien tenir relació amb l'expressió a granulars de varis isoenzims, cada un o el diferent

combinació dels quals, podria ser responsable de les estimualcions per KC1, Cch i Glu.

Com a pas inicial per entendre Pespecificitat i el paper fisiològic dels diferents

isoezims, així com per clarificar els components implicats en les mecanismes estudiats

d'activació de la PLC, hem determinat l'expressió dels seus diferents isoenzims en cultius

primaris de CGC de 9 DIV i, en el cas de la PLC-ßl, hem analitzat la translocació del

citosol a la membrana per activació dels receptors muscarínics.

5.1. Expressió 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 això, hem utilitzat, primerament, la tècnica de 'Western Blot' seguida d'una

immunodetecció amb anticossos específics contra la PLC-ßl, -ß2, -ß3, -ß4, -yl, -y2, -öl i -

02, tal i com es descriu als mètodes.

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 mètode alternatiu i que aconsegueix més especificitat i sensibilitat, és la

immunoprecipitació. Aquesta tècnica parteix dels extractes cel·lulars i aonsegueix una

mostra rica en la proteïna a determinar, ja que es tracten els primers amb l'anticòs contra la

proteïna a determinar, es separa aquest anticòs, unit o no a la proteïna, de la mostra amb

una matriu de sefarosa i se'l sotmet a Wester blot (veure mètodes).

Si es fa una immunodetecció dels isoenzims PLC-ßl, -ß2, -ß3, -ß4, -yl, -y2 i -52

s'observa que cada un dels anticossos reconeix una banda específicament, 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 anticòs reconeix específicament presenten una massa

molecular que es correspon molt bé en els diferents blots, obtinguts tan per

immunodetecció dels extractes cel·lulars com de mostres obtingudes per

immunoprecipitació, fet que ens dóna total confiança tan a l'hora d'afirmar que es tracten
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de bandes corresponents a un determinat isoenzim de la PLC com a l'hora de determinar-

ne la massa molecular aproximada (taula 5.1.)-

Masses moleculars
PLC-ßl
PLC-ß2
PLC-ß3
PLC-ß4
PLC-yl
PLC-y2
PLC-51
PLC-Ô2

154
149
161
136
155
154
99
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 són determinacions a partir
de!2blots(3,perPLC-51).
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Figura 5.1. Determinació dels isoenzims de la PLC en cultius primaris de CGC a 9
DIV. Les cèl·lules han estat solubilitzades i el lisat cel·lular obtingut (200 (al diluïts a una
meitat amb tampó de càrrega) ha estat sutmès a una electroforesis de SDS/PAGE 8 %. A:
Posteriorment a la transferència del gel a una membrana de nitrocel·lulosa, hem fet una
immunodetecció amb els anticossos contra la PLC-ßl, -ß3, -ß4, -y 1, -y2, -öl i -62. B: La
immunodetecció ha estat feta amb l'anticòs específic contra la PLC-ß2. Les imatges
presentades són representatives de 7 (3, per la PLC-ôl) experiments d'extractes de cultius
diferents.
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isoenzims

ß1 ß2 ß3 ß4 y1 y2 02

196

118

Figura 5.2. Immunoprecipitació i detecció dels isoenzims de la PLC en mostres de
CGC. Les cèl·lules han estat solubilitzades i immunoprecipitades amb els anticossos contra
les PLC-ßl, -ß2, -ß3, -ß4, -yl, -y2 i -62, seguint el protocol descrit als mètodes.
Posteriorment, les mostres han estat sotmeses a electroforesis (8 % SDS/PAGE) i han estat
immunodetectades amb el corresponent anticòs. La imatge presentada és representativa de
5 blots corresponents a mostres de 5 cultius diferents.

5.3. Estudis de la translocació de la PLC-ß1 induïda pels receptors

muscarínics

No existex cap aproximació experimental per estudiar directament l'activació

selectiva d'un determinat isoenzim resultat d'un estimulació d'un determinat receptor, a no

ser que sigui en sistemes reconstituits. Tanmateix, recentment s'ha proposat que canvis en

la distribució subcel·lular d'un isoenzim de la PLC, i més concretament el seu moviment

del citosol a la membrana (procés anomenat translocació), després de l'estimulació d'un

receptor poden indicar la seva activació (Wheldon et al., resultats no publicats). En el

nostre cas, assumint aquesta possibilitat, caldria determinar la localització subcel·lular de

tots els 8 isoenzims que s'expressen a CGC en estat basal i mirar la seva translocació

després d'estimular les cèl·lules amb Cch i Glu, per saber si els diferents mecanismes

d'activació i regulació de l'activitat PLC que aquests agonistes indueixen es poden associar

en translocacions de diferents isoenzims o d'un/uns mateixos isoenzims però amb
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cinètiques temporals d'activació diferencials. Es tracta, per tant, d'un estudi llarg, costós i

amb moltes dificultats experimentals degut a la difícil detecció de determinats isoenzim.

Com a pas inicial d'aquests estudis, hem analitzat la translocacció de la PLC-ßl per

receptors muscarínics. Hem escollit la PLC-ß l principalment per dues raons, primerament

perquè s'ha suggerit que que al cerebel de rata adulta la PLC-ßl, l'isoenzim amb expressió

més alta, està acoblada majoritàriament als receptors muscarínics (Kim et al., 1997); i

segonament perquè en cultius primaris de CGC és l'isoenzim més fàcilment detectable i

semblaria més abundant, tot i que aquesta és una afirmació relativa (i per comparació amb

immunodeteccions amb els mateixos anticossos d'extractes de cèl·lules SH-SY5Y, dades

no mostrades) ja que l'eficàcia de detecció depèn de cada anticòs.

L'anàlisi de mostres de 4 cultius diferents mostren com en condicions basais

aproximadament el 72 % de la PLC-ßl total es localitza a la membrana i que estimulacions

de les cèl·lules amb Cch 1 mM de 10 i 20s no canvien aquest percentatge (74 i 78 %,

respectivament), però una estimulació de 40 s incrementa el percentatge a aproximadament

el 93 %, fet que suggereix una ràpida translocació de quasi tota la PLC-ß 1 citosòlica a la

membrana. Exposicions de les cèl·lules amb Cch 1 mM més llargues, fins a 15 min, no

indueixen més alteracions de la distribució de l'isoenzim, així tobem a membrana

aproximadament el 97 %, 96 % i el 99 % després de 1, 3 i 15 min d'estimulació,

respectivament (veure figura 5.3.).

Es conclou, per tant, que els receptors muscarínics indueixen un moviment ràpid de

la PLC-ßl citosòlica a la membrana aproximadament 40 s després de l'addició d'un

agonista d'aquests receptors.
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Figura 5.3. Translocació de la PLC-ßl després de diferents temps d'estimulació de les
cèl·lules amb Cch. Les cèl·lules han estat estimulades amb Cch 1 mM durant diferents
temps, usades, i separades en dues fraccions, la citosòlica i la membranosa, tal i com es
descriu als mètodes. Una aliquota de les diferents mostres de cada una de les dues fraccions
han estat sotmeses a electroforesis i immunodetectades utilitzant un anticòs anti PLC-ßl.
La imatge que es mostra és representativa de 4 experiments en cultius diferents.
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5.4. Resum

Els nostres estudis de l'expressió proteica dels diferents isoenzims de la PLC

demostren com en cultius primaris de neurones granulars de cerebel es detecten els

isoenzims la PLC -ßl, -ß2, -ß3, -ß4, -yl, -y2, -öl i -52, els quals presenten una massa

molecular dintre el rang esperat.

Per altra banda, en condicions de repòs, la PLC-ßl està majoritàriament associada a

membrana (aproximadament el 72 %) i una estimulació curta amb Cch (de 40 s), produeix

una ràpida translocació a la membrana de la quasi totalitat de l'isoenzim (> 90 %). Aquesta

situació es manté almenys fins a 15 min en presència de l'agonista.
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1. Característiques de l'activació de la PLC per agonistes en

cultius primaris de neurones granulars. Estudi comparatiu amb la

resposta de miniprismes d'escorça cerebral

La primera part d'aquest treball ha estat plantejada per tal d'esbrinar si les

diferències trobades prèviament en algunes característiques de l'activació de la PLC per

diferents receptors en teixit cerebral intacte, s'observaven també en preparacions neuronals

homogènies. També es volia verificar si les aquestes característiques tenien relació amb

mecanismes d'activació de la PLC.

En cultius de CGC de 9 DIV, hem trobat que, quan la PLC és activada per

estimulació de diversos receptors de neurotransmissors, les característiques de la resposta

no són les mateixes per a tots els agonistes, tot i que es tracta d'una preparació homogènia

des del punt de vista cel·lular i que tots els receptors implicats pertanyen a la superfamília

dels acoblats a proteïnes G.

La primera característica analitzada ha estat l'eficàcia de cada agonista per induir

l'acumulació d'3H-InsPs i de [3H]CDP-DAG en presència de Li+, dos respostes que deriven

directament de la hidròlisi dels fosfoinosítids per la PLC. El Li+ en una concentració de 5-

20 mM inhibeix acompetitivament dos enzims del metabolisme de l'Insl,4,5P3: l'inositol

monofosfatasa i l'inositol polifosfat 1-fosfatasa.. De resultes d'aquesta inhibició, a

l'estimular la PLC en presència d'aquest ió, es trenca el cicle dels fosfoinosítids i, per tant,

s'acumulen els InsPs i, com a conseqüència de la manca d'inositol, el CDP-DAG. Això

permet adoptar dues estratègies a l'hora de determinar l'activitat PLC: a) mesurar

l'acumulació dels 3H-InsPs del metabolisme de l'3H-Insl,4,5P3 amb teixits premarcats amb

[3H]Inositol o b) determinar l'acumulació del [3H]CDP-DAG provinent del reciclatge de

l'[3H]DAG, marcant prèviament el teixit amb [3H]citidina. La primera metodologia està

àmpliament acceptada com a un reflex directe de l'activitat de la PLC. Però l'acumulació
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del [3H]CDP-DAG té el problema de dependre d'altres factors a part de la intensitat de

l'estimulació de la PLC per receptors, com ara la concentració d'inositol lliure i les

característiques del seu transport intracel·lular. Així, si la cèl·lula té elevades

concentracions d'inositol lliure en estat basal, el [3H]CDP-DAG, enlloc d'acumular-se,

s'uneix a aquest formant 3H-PtdIns.

Als cultius de CGC, 1'agonista dels receptors muscarínics Cch, i els agonsites dels

receptors metabotròpics del glutamat, el IS.SA-ACPD i el Glu, en presència d'antagonstes

ionotròpics, provoquen una acumulació de [ HjCDP-DAG amb una potència similar a la

mostrada per l'acumulació dels 3H-InsPs. Aquest fet suggereix que aquestes neurones

tenen només una petita reserva d'inositol lliure i que, per tant, la determinació del

[3H]CDP-DAG acumulat és un bon reflex de l'activitat PLC. Aquesta hipòtesi estaria

corroborada per dades publicades per altres autors que han observat una acumulació al llarg

del temps similar pels 3H-InsPs i [3H]CDP-DAG (Gray et al, 1994) i han determinat

l'acumulació de [3H]CDP-DAG a diferents concentracions extracel·lulars d'inositol (Del

Río 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 l'acumulació d'3H-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 l'endotelina (Lin et al.,

1990a; Chuang et al., 1991), i per la NA, HA i la 5-HT (Xu and Chuang, 1987a;Dillon-

Carter and Chuang, 1989). L'eficàcia dels diferents agonistes per a acumular InsPs però, no

és igual. Així, mentres el Cch, els agonistes dels mGluRs, Glu i IS.3R-ACPD i l'ET-1

tenen una eficàcia alta d'estimulació de la PLC, essent el primer 1'agonista més eficaç, la

NA, HA i 5-HT, mostren una baixa eficàcia, per altra banda, cal destacar que també

existeixen diferències en el perfil de l'acumulació al llarg del temps.

En contrast amb això, no es pot dir que tots els esmentats agonistes estimulin

significativament l'acumulació de [3H]CDP-DAG en cultius primaris de neurones

granulars de cerebel. Així, pel Cch, la 5-HT, el Glu i el t-ACPD es detecten nivells de

[3H]CDP-DAG significativament superiors als que es produeixen en condicions basais,

mentre que l'eficàcia de l'ET-1, NA i HA és pràcticament nul·la. Aquests resultats

reafirmen, i alhora amplien, les dades publicades per Del Río et al. (1996), on no es detecta

acumulació de CDP-DAG per la NA ni per la HA, però sí per la 5-HT i el Cch. Per aquest
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últim agonista, hem trobat una acumulació 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 3H-InsPs i [3H]CDP-DAG pel Cch, la 5-HT, el

Glu, el t-ACPD, PET-1, la NA i l'HA, i referim els resultats obtinguts al cas del Cch,

s'observa com els dos primers tenen una relació de producció de [3H]CDP-DAG i 3H-

InsPs semblant mentre que, per la resta d'agonistes la relació és molt més inferior, fet que

indica que l'acumulació de [3H]CDP-DAG és menor a la dels 3H-InsPs. Aquesta

classificació 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'escorça cerebral de rata (Sani et al., 1995). Per tant, es dóna suport a la

idea de que és una caracterítica 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 l'esmentat treball (Sani et al., 1995) aquestes diferènices 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'estimulació d'aquests receptors no activa la PLC en

preparacions de membranes cerebrals en presència d'anàlegs, no hidrolitzables de GTP,

s'ha proposat que en el teixit intacte l'activació de la PLC podria ser secundària a una

entrada de Ca2+(Sarri et al., 1995). Conseqüentment, hem estudiat la dependència de les

dues acumulacions, 3H-InsPs i [3H]CDP-DAG, al Ca2+ extracel·lular.

Per altra banda, la presència al tampó de reacció d'una concentració d'EGTA que

anul·li casi completament el Ca2"1" extracel·lular d'aquest medi suposa una completa

inhibició de l'acumulació d'InsPs induïda pels diferents agonistes, fet que reflacteix la

necessitat d'uns nivells mínims en la concentració de Ca2+, per tal de que actuí i s'activi la

PLC, d'acord amb conclusions d'altres autors (Del Río et al., 1994). Ara bé, quan en el

tampó de reacció tenim una concentració de Ca2+ inferior a 1 uM però no nul·la (tampó

nominalment lliure de Ca2+, però 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 tampó de

reacció té CaCl2 1,3 mM. La sensibilitat al Ca2+ extracel·lular en l'acumulació dels 3H-

InsPs i en la del [3H]CDP-DAG és molt similar pel Glu però no pel Cch. Així, aquest últim

agonista presenta una acumulació d'3H-InsPs més sensible al Ca2+ extracel·lular, almenys

en condicions d'esimtimulació prolongada.

La regulació de l'activitat PLC pel Ca2+ extracel·lular en CGC, però, no sembla ser

deguda a un possible influxe de Ca2+ induït per activació dels receptors de membrana i el
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seu conseqüent increment de la concentració de [Ca2+]c, ja que una preincubació de les

cèl·lules amb inhibidors de canals de Ca2+ inespecífics o dels canals de Ca2+ depenents de

voltatge de l'entrada de Ca2"1", no efecta a l'estimulació de PLC per Cch ni Glu. En aquesta

línia estarien les dades publicades per del Río et al., (1994) que mostren com en cultius de

CGC madurs, l'estimulació de la PLC per Cch no és sensible a increments en la [Ca2+]c

induits pel ionòfor ionomicina, però si que ho és a increments en la [Ca2+]c quan es

produeix sota condicions despolaritzants. Així, doncs, cal considerar la possibilitat de que

el Ca2"1" extracel·lular reguli l'activitat PLC a través de mecanismes més complexos i

atípics, com ara la modulació dels nivells de Ca2+ dels réservons intracel·lulars o la

possibilitat de que el Ca2"1", a més de l'agonista, activi directament el receptor modulant-ne

la seva activitat, tal i com ha estat proposat pels mGluRlcc en línies cel·lulars (Kubo et al.,

1998; Saunders et al., 1998). Això, però, es discuteix més endavant, en relació en els

mecanismes de regulació de la PLC activada per Cch i Glu.

Per altra banda, aquesta modulació del Ca2"1" en la producció de [3H]CDP-DAG ü
3H-InsPs en cultius primaris de neurones granulars no es correspon amb la descrita per

miniprismes d'escorça cerebral (Claro et al., 1993a), en els quals la sensibilitat al

Ca2+extracel·lular dels dos senyals és similar en el cas dels receptors muscarínics. Per tant,

es pot dir que el Ca2+ influeix en les acumulacions de 3H-InsPs i [3H]CDP-DAG per

activació de la PLC per un receptor de manera diferent segons el teixit on es produeixi

aquesta resposta. Aquesta observació no és sorprenent ja que els diferents tipus cel·lulars

poden expressar diferents elements de la transducció del senyal, com ara diferents

isoenzims de la PLC amb diferent sensibilitat al Ca2"1", diferents proteïnes G o factors

citosòlics no identificats que regulin aquesta activitat o diferents elements de l'homeostasi

die Ca2+.En aquest context, i com s'ha discutit prèviament (Claro et al., 93a; Sarri et al.,

1995), si diferents receptors activen diferents isoenzims de la PLC, aquests, a més de

mostrar possibles diferènices de sensibilitat al Ca2+, poden tenir diferent localització a la

cèl·lula i generar DAG en llcos diferents amb diferent eficàcia en la formació de CDP-

DAG.

La segona característica estudiada ha estat la ruta preferent del metabolisme de

l'[3H]Insl,4,5P3 associada a l'estimulació de la PLC pels diferents agonistes. Així, s'ha

determinat l'acumulació dels 3H-InsPs individuals separats per HPLC. En condicions

basais, els nivells d'[3H]InslP són superiors als de [3H]Ins4P+[3H]Insl,4P2; però desprès
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d'estimular les cèl·lules durant 30 minuts amb Cch i Glu aquesta relació s'inverteix, ja que

l'acumulació de l'[3H]InslP no incrementa molt, però sí que es registren grans augments

en l'acumulació dels altres dos intermediaris (de 10 a 12 vegades pel Cch i d'unes 8

vegades pel Glu). Estimulacions amb Cch però de 10 min resulten en increments petits en

els nivells d'InslP i acumulacions d'Ins4P+Insl,4P2 de 8 a 10 vegades superiors a les

basais. Per altra banda, els agonistes que tenen menor eficàcia en estimular la PLC, com ara

l'ET-1, la 5-HT, la NA i el \S,3R-ACPD, no potencien molt la via de desfosforilació i, per

tant, l'acumulació de l'[3H]InslP continua essent predominant. El conjunt de totes aquestes

dades, per tant, permet afirmar que el metabolisme de l'[3H]Insl,4,5P3 format per

estimulació de la PLC per Cch i Glu, però no pels altres agonistes, es produeix

majoritàriament per desfosforilació 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 hipòtesi que, en l'estimulació del Cch, i per analogia amb la del

Glu, inicialment s'augmentaria enormement el metabolisme de PInsl,4,5P3 iniciat per

desfosforilació i que més tard es desencadenaria una lleugera potenciació de la via de

fosforilació, però sense que es poguessin registrar nivells d'acumulació dels intermediaris

d'aquesta ruta semblants als de la desfosforilació.

Per altra banda, s'observa que el Ca2+ modula ambdues vies d'aquest

metabolisme, encara que no ben bé igual. La via de fosforilació és inhibida per omissió del

Ca2+ extracel·lular d'una manera semblant en condicions basáis i per estimulació amb tots

els agonistes, mentre que la via de desfosforilació presenta diferent sensibilitat al Ca +

depenent del neurotransmissor, essent de nou el Cch el que mostra una major inhibició al

baixar el Ca2+ extracel·lular. En línies generals, però, la disminució és superior per la via de

desfosforilació que per la de fosforilació, i conseqüentment el log ((Insl,4P2+Ins4P)/InslP)

es fa més petit per a tots els agonistes.

Les dades dels estudis de la determinació dels InsPs globals acumulats per activació

de la PLC i les del perfil dels diferents InsPs individuals de resultes de la mateixa

estimulació, tan a altes com baixes concentracions de Ca2"1" extracel·lular, mostren com hi

ha una bona correlació entre les acumulacions d'Ins4P+Insl,4P2 i l'eficàcia d'estimulació

associada a cada agonista, mentre que els nivells d'Ins IP no reflexen aquesta estimulació.

Aquests resultats estan d'acord amb dades prèvies de la literatura que suggereixen que en

CGC, el metabolisme de l'Insl,4,5P3 estimulat per receptors dóna lloc preferencialment a

l'Ins4P (Hynie et al., 1989).
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Calculant el log((Ins4P+Insl,4P2)/InslP) i comparant els resultats amb els

obtinguts en miniprismes d'escorça cerebral (Sarri et al., 1995) s'observa una absoluta

desavinença. En els miniprismes, el Cch -així com la 5-HT- acumula més intermediaris de

la ruta de fosforilació i la NA, HA, ET-1 i el t-ACPD més els de la desfosforilació. A més a

més, el log ((Insl,4P2+Ins4P)/InslP) dels segons depèn del Ca2+ extracellular fet que no

succeix pel Cch ni 5-HT. Una possible explicació d'aquestes diferències entre les dues

preparacions biològiques caldria buscar-la en els nivells baixos d'expressió de l'mRNA

que codifica per la Insl,4,5P3 3-quinasa, responsable de la fosforilació de l'Insl,4,5P3 a

Insl,3,4,5P4, en neurones granulars (Mailleux et al., 1991). Altres estudis demostren com

l'activitat de la Insl,4,5P3 3-quinasa al cervell de rata és molt baixa al naixement i va

incrementant fins a aconseguir nivells d'activitat elevats en l'edat adulta (Heacock et al.,

1990; Gray et al., 1995). Per tant, s'evidencia que la ruta preferent del metabolisme de

l'Insl,4,5P3 és una característica molt dependent del teixit, així com també de l'estadi de

desenvolupament de l'animal, ja que aquests factors determinen l'expressió i l'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 PInsl,4,5P3

no sembla un índex que tingui relació amb el mecanisme d'activació de la PLC.

Pel que fa referènica a la sensibilitat al Ca2+ extracel·lular, desconeixem els

mecanismes pels quals el Ca2+ modularia el metabolisme de l'InsPl,4,5P3. Si es té en

compte que la Insl,4,5P3- 3 quinasa és un enzim modulat per calci/calmodulina, però no la

inositol polifosfat 5 fosfatasa, s'hauria d'esperar que la disminució de la concentració

d'aquest ió inhibís la fosforilació de l'Insl,4,5P3 ( i, per tant, l'acumulació de l'InslP)

potenciant la seva desfosforilació (i l'acumulació de l'Ins4P i Insl,4P2). Els resultats

mostren com, en neurones granulars i en miniprismes d'escorça cerebral, passa justament

el contrari, fet que indica que poden haver-hi altres mecanismes d'intervenció del calci

encara no caracteritzats. De totes maneres, en CGC, com que existeix una bona relació

entre l'acumulació de l'Ins4P i Insl,4Pa i l'activitat PLC, es pot considerar que la

disminució de l'acumulació d'aquest intermediaris per absència de Ca2+ és degut a una

disminució en l'estimulació de la PLC.

Finalment, cal tenir present que l'acumulació d'aquests InsPs podriea també ser

deguda a la hidròlisi del Ptdlns que dóna InslP, i a la del PtdIns4P que origina Insl,4Pa. De

totes maneres, en neurones granulars i en altres cèl·lules intactes, es considera molt

improbable que la PLC actuí sobre els Ptdlns (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 inequívocament demostrat fa que no

es pugui excloure del tot aquesta possibilitat.

Per investigar si les diferents característiques de l'activació de la PLC es

correlacionen amb diferents mecanismes d'activació hem fet un estudi inicial determinant

la capacitat de diferents receptors per estimular la PLC via proteïna G, en membranes de

neurones granulars. Els agonistes escollits per a aquest estudi han estat el Cch, el Glu i

l'ET-1, ja que són els que tenen més eficàcia en acumular 3H-InsPs i alhora presenten

característiques de la resposta diferents, tant en l'habilitat d'acumular CDP-DAG vers

InsPs com en el metabolisme de l'Insl,4,5P3. Els resultats obtinguts no ens permeten trobar

diferències significatives en l'estimulació induïda pels tres agonistes, per contra del que

succeeix en cèl·lules senceres, ja que tot els agonistes potencien l'estimulació de la PLC

per GTPyS amb la mateixa eficàcia. Aquests resultats també contrasten amb els trobats en

membranes d'escorça cerebral, ja que en aquestes preparacions es detecta estimulació de la

PLC pel Cch i la 5-HT amb GTPyS, però no pels altres agonistes, com ara l'ET-1 o el

1S,3^-ACPD (Sani et al., 1995). És a dir, la capacitat de determinats agonistes com ara

l'endotelina o els mGluRs, per activar la PLC directament en membranes depèn de la

preparació biològica de la que procedeixen les cèl·lules.En altres paraules, els mecanismes

d'activació de la PLC per un receptor poden variar amb el teixit.

Aquests resultats mostren com, en CGC, els receptors muscarínics, el mGluRs i els

receptors de l'ET estimulen la PLC via proteïnes G, i que la diferent eficàcia d'estimulació

de la PLC en cèl·lules per part d'aquests receptors, i possiblement les característiques de la

resposta que desencadenen depenen de la integritat cel·lular. És a dir, estem davant una

evidència clara que els mGluRs i sobretot els receptors muscarínics activen la PLC per

acoblament directe a través d'una proteïna G però també a través d'un altre mecanisme que

podria ser secundari. Es poden considerar moltes hipòtesis sobre la naturalesa d'aquest

mecanisme. Considerant que el Ca2+ a concentracions de l'ordre de micromolar és capaç

d'activar la PLC en membranes i homogenats cel·lulars, fet que demostra que les CGC

expressen isoenzims de la PLC sensibles a aquest ió; es podria pensar amb una potenciació

de l'estimulació de la PLC per Cch i Glu deguda a un augment de la [Ca2+]c com a

conseqüència d'un influx de Ca2+. De totes maneres, aquest procés sembla poc probable ja

que, tal i com s'ha dit abans, diferents inhibidors de l'entrada de Ca2"1" no efecten aquestes

respostes. Per altra banda, el fet de que l'eficàcia dels agonistes dels receptors muscarínics
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sigui regulada merament per factors citoplasmàtics, sembla poc probable car l'estimulació

de la PLC per Cch en homogenats és molt semblant a l'observada en membranes en les

mateixes condicions experimentals, tot i que s'ha descrit que diferents antagonistes dels

subtipus ni2 i ma tenen una major selectivitat en cèl·lules intactes que en membranes

(Saunders et al., 1995). Finalment dir que també es pot excloure l'heteregoneïtat cel·lular

dels culius com a responsable de les diferències entre receptors, ja que les estimulacions de

la PLC per Cch i Glu en astròcits de cerebel, cèl·lules més nombroses als cultius després de

les neurones granulars però inferiors al 5 % del total, són molt petites.

Es conclou per tant, que les neurones granulars de cerebel tenen mecanismes

complexos que permeten regular l'activació de la PLC per diferents receptors. L'estudi

d'aquests processos de senyalització cel·lular ha estat abordat en aquest treball i es

discuteix a continuació.
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2. Els receptors muscarínics i mGluRs responsables de l'activació de la PLC

i els senyals de Ca2* en cultius primaris de CGC

Els cultius primaris de CGC expressen molts receptors de neurotransmissors

acoblats a la PLC, tal i com està publicat a la bibliografia i ho demostren les nostres dades,

anteriorment presentades i discutides. L'estudi els mecanismes d'activació i regulació per

receptors GPCRs, els muscarínics de l'acetilcolina i els mGluRs, ha estat un dels principals

objectius d'aquest treball. Tanmateix, al tractar-se d'un cultiu primari, cal una prèvia

caracterització dels receptors implicats en aquestes respostes.

Està àmpliament demostrat i acceptat que, en cultius de CGC de rata, el receptor m3

és el responsable de l'estimulació de la PLC i els senyals de Ca2+ induïts pels diferents

agonistes dels receptors muscaríncs (Whitham et al., 1991). Ara bé, en cultius primaris de

CGC de cerebel de ratolí s'ha descrit una gran densitat de receptors muscarínics de

l'acetilcolina, els quals poden activar la PLC de forma secundària a l'entrada de Ca2+

(Didier et al., 1995). Nosaltres, però, descartem que l'activació de la PLC per Cch en els

nostres cultius de CGC de cerebel de rata, sigui deguda a ambdós tipus de receptors ja que

l'addició d'atropina, un antagonista dels receptors metabotròpics, inhibeix totalment

l'acumulació 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 estimulació produïda pel Cch

en neurones granulars de cerebel sigui deguda a una activació 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 l'activació de la PLC i els senyals de Ca2+. Aquestes, però, són

contradictòries i reflecteixen una variabilitat de l'expressió i funcionalitat d'aquests

receptors en funció de les condicions i edat del cultiu. Per tant, hem estudiat l'expressió

d'aquests mGluRs del grup I en CGC durant el desenvolupament del culiu i hem

determinat la seva participació en l'estimulació de la PLC i en la mobilització de Ca2+ per

Glu als 9 DIV. Utilitzant anticossos policlonals hem demostrat com els receptors

mGluRlct i mGluRS s'expressen en aquestes cèl·lules. L'expressió del mGluRloc es

manté constant en les diferents DIV del cultiu, mentre que els nivells de proteïna

corresponents al mGluRS incrementen amb el temps en cultiu. La possibilitat de que

l'increment d'expressió d'aquest últim receptor sigui deguda en part a una proliferació de
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cèl·lules glials en el cultiu no pot ésser excluida, i més si es considera que els astròcits

expressen predominantment el mGluRS (Balázs et al., 1997; Condorelli et al., 1997).

Patrons d'expressió diferents han estat descrits per altres autors que han estudiat tan

els nivells dels mARN com la proteïna d'aquests receptors. Així, Aronica et al. (1993) han

mostrat com els nivells dels mARN del mGluRl presenta un pic als 4 DIV seguit d'una

progressiva disminució, mentre que Prézeau et al. (1994) han detectat mARN

corresponents al mGluRl però no al mGluRS als 10 DIV. Per altra banda, Copani et al.

(1998) han descrit una expressió proteïca del mGluRS amb un màxim als 4 DIV i només

han detectat mGluRl a partir dels 8 DIV, en cultius de CGC crescuts amb condicions

despolaritzants (KC1 25 mM). Els nostres resultats, però, estan d'acord parcialment amb

Santi et al. (1994), els quals mostren uns nivells de mARN de mGluRlcc relativament

constants al llarg del desenvolupament del culiu, amb l'excepció dels 9 DIV, i nivells de

mARN de mGluRS creixent amb el temps in vitro i atribuits a un increment en una

subpoblació de cèl·lules de Golgi contaminants.

Davant el fet de que els culitus de CGC expressen mGluRla i mGluRS, hem

realitzat una caracterització farmacològica de l'estimulació de la PLC i el senyal de Ca2+

per saber el grau d'implicació d'ambdós receptors en aquestes respostes als 9 DIV. Els

nostres resultats mostren com l'ordre dels agonistes segons la seva potència en activar la

PLC (Quis>DHPG>15',3A-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

mitjançades pels mGluRs del grup I en varies preparacions de teixit neriviós (Conn i Pin,

1997; Sacaan et al., 1998; Schoepp et al., 1999; Servitja et al., 1999) i pel mGluRl oc en

línies cel·lulars (Aramori i Nakanishi, 1992). Per altra banda, l'acumulació d'3H-InsPs

induïda pel Glu a una conentració pròxima a la seva ECso (100 pM) és inhibida pels

compostos MCPG i AIDA, que presenten un antagonisme preferencial sobre les accions

del Glu mitjançades pel mGluRl (Brabet et al., 1995; Moroni et al., 1997), i el CPCCOEt,

antagonista no competitiu selectiu pel mGluRl (Hermans et al., 1998b), amb unes ICso que

suggereixen la participació única del mGluRl (Schoepp et al., 1999). Alhora, l'agonista

selectiu pel mGluRS CHPG (Doherty et al., 1997) és incapaç d'estimular la PLC mentre

que els recentment sintetitzats antanogistes selectius del mGluRS, MPEP i SIB-1893

(Gasparini et al., 1999; Varney et al., 1999) no poden inhibir la resposta del Glu 100 uM a

una ICso específica pel mGluRS. Totes aquestes dades, per tant, mostren com en culius de

CGC als 9 DIV el mGluRl però no el mGluRS estimula la PLC.
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Els estudis farmacologies de la resposta de Ca2+ induïda per receptors mGluRs en

cultius de CGC predespolaritzats permet arribar a la mateixa conclusió, ja que tots els

agonistes menys el CHPG són capaços d'incrementar la [Ca2+]c en un determinat

percentatge de cèl·lules presespolaritzades i la resposta del Glu en aquestes condicions és

inhibida pel CPCCOEt. A més a més, el senyal de Ca2+ en forma d'ún únic pic induït ple

Glu, Quis, DHPG i IS,3R-ACPD es correspon més amb els increments de [Ca2+]c descrits

per línies cel·lulars que expressen el mGluRl que amb els que tenen lloc en cèl·lules que

expressen el mGluRS (Kawabata et al., 1998).

El fet de que el mGluRS no participi en les dues respostes mitjançades pel Glu

acabades d'esmentar indica que aquest receptor pot estar present en una forma inactiva.

Això podria explicar-se per processos de desensibilització sobre el mGluRS però no sobre

el mGluRl, com a resultes de la presència de Glu endogen, el qual és alliberat per les CGC

en les condicions en què són cultivades (Gallo et al., 1987). Aquesta hipòtesi, per tant,

consideraria que la desensibilització d'ambdós subtipus de mGluRs pugues donar-se a

través de mecanismes diferents per cada cas. Així, s'ha descrit que el receptor mGluRS no

s'acopla amb la mateixa eficàcia a la PLC que el receptor mGluRl (Casabona et al., 1997)

i conseqüentment, podria ser també que la desensibilització d'aquest acoblament fos

diferent. Alhora, els diferents patrons dels increments de [Ca2+]c induïts per cada un dels

dos receptors en sistemes d'expressió heteròloga (Kuwabata et al., 1998) han estat

atribuits a una regulació de la PKC sobre la resposta del mGluRS però no sobre la del

mGluRl (Nakanishi et al., 1998), fet que evidencia una diferent regulació dels dos

receptors.
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3. Mecanismes d'activació i regulació de la PLC estimulada per receptors

m3 i mGluRI

3.1. Paper del Ca2+ extracel·lular i del Ca2+ citosòlic

Per estudiar els mecanismes d'activació de la PLC per receptors muscarínics de

l'acetilcolina i metabotròpics del glutamat hem determinat l'activitat d'aquest sistema

efector mesurant l'acumulació dels 3H-msPs després d'estimulacions d'l min en presència

de LiCl 10 mM. L'activitat PLC també pot ser quantificada mesurant FInsl,4,5P3 format,

però, en cultius primaris de CGC l'estimulació d'aquest sistema efector per receptors

muscaríncs indueix una acumulació transitòria caracteritzada per un pic inicial als 10 s

després de l'addició de l'agonista caracteritzat per ser unes tres vegades superior al basal i

disminuir progressivament fins arribar altra vegada aproximadament als nivells basais al

minut d'estimulació (Whithman et el., 1991; Simpson et al., 1993; del Río et al., 1998).

Aquesta resposta no pot ser modificada per la presència de Li+ almenys fins 5 minuts

després de grans estimulacions de la PLC (del Río et al., 1998). Per contra, tal i com hem

comentat repetitivament, l'acumulació dels 3H-InsPs sí que pot ser notablement

incrementada per la presència de LiCl, i la resposta resultant, fins i tot a 1 min

d'estimulació, és suficientment gran per permetre estudis quantitatius.

Les dades discutides en el primer apartat mostren com el Ca2+ extracel·lular regula

l'estimulació de la PLC per Cch i Glu de manera complexe. Per tal d'explorar aquesta

dependència del Ca2+ primerament hem determinat els efectes de canvis en la concentració

de Ca2+ extracel·lular previs a l'estimulació. Així, l'omissió i readdició de Ca2+

extracel·lular resulta en canvis graduals en l'activació de la PLC per Cch, però implica una

ràpida pèrdua i recuperació, respectivament, de la resposta induïda pels mGluRI. Per tant,

aquests resultats mostren com l'activació de la PLC per Cch és dependent de la presència

de a2"1" extracel·lular durant un temps abans de l'aplicació de l'agonista mentre que la

mateixa resposta induïda pels mGluRI necessita del Ca2+ extracel·lular durant

l'estimulació. Recentment s'ha demostrat que alguns mGluRs, entre ells el mGluRloc són

activats no només pel Glu però també per Ca2+ extracel·lular (Saunders et al., 1998; Kubo

et al., 1998). Es tracta d'una regulació directe del Ca2+ sobre el receptor i no d'una

modulació de l'activitat PLC per entrada de Ca2+ i ja s'han suggerit diferents llocs d'unió

del mGluRla al Ca2+ extracel·lular, tan a l'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

necessària presència de Ca2+ extracel·lular en l'activació de la PLC pel mGluRl

juntament amb el fet de que en aquestes condicions no es produeix una entrada de Ca2"1" en

la gran majoria de CGC, constitueix una aportació addicional a aquesta innovadora teoria

del Ca2"1" com a coactivador dels mGluRs i que ha estat implicada en la mort neuronal en

processos d'isquèmia, hipoglicèmia i anoxia (Saunders et al., 1998).

Les aproximacions experimentals anteriors també impliquen canvis petits però

significants en la [Ca2+]c, per tant, es podria considerar que l'activació de la PLC per Cch i

Glu poden ser modulades per petits canvis en la [Ca2+]c . Aquesta conclusió ha estat

suggerida anteriorment en estudis amb els neuroblastomes SH-SY5Y, pels quals l'activació

de la PLC per receptors muscarínics pot ser augmentada per increments en la [Ca2+]c

resultat de la mobilització de Ca2+ itnracel·lular induïda per l'agonista (Wojcekiewicz et

al., 1994; Willars i Nahorski, 1995b). Un mecanisme similar també va estar proposat per

del Río et al. (1994), ja que van trobar una bona correlació entre petits increments en la

[Ca2+]c i la magnitud de l'estimulació de la PLC per Cch en CGC despolarizades -quan el

Cch es coaplica amb KC1 20 mM- tot i que els mateixos autors reconeixen que aquesta

correlació no es manté quan els increments de la [Ca2+]c són deguts a un ionòfor. Els

nostres resultats, però, mostren una bona correlació entre canvis en els nivells de [Ca2+]c i

l'estimulació de la PLC per Glu però no per Cch, ja que al treure el Ca2+ extracel·lular es

produeix una lleugera i progressiva disminució dels nivells de [Ca2"l"]c durant els 3

posteriors minuts però mantenint-se constant després, i una addició de Ca2"1" després de 30

min en absènica de Ca2"1" extracel·lular resulta en una ràpida recuperació dels nivells de

Ca citosòlic inicials. Aquestes dades suggereixen que canvis en la [Ca ]c regulen

l'estimulació del PLC per Glu però no per Cch en cultius de CGC madurs.

En resum podem conduir que l'activació de la PLC per mGluRl és dependent de la

presència de Ca2+ extracel·lular durant l'activació, fet que podria ser degut a la

participació d'aquest ió com a coagonista del receptor, i regulada per increments de la

[Ca +]c , factors que no tenen cap influència en l'activació de la PLC per receptors

muscarínics. Tot i així, aquesta última resposta no es pot atribuir únicament a l'acoblament

del receptor a proteïnes G.
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3.2. Els réservons itracel·lulars de Ca2* i l'activació de la PLC per receptors

m3 i mGluRI

Hem estudiat la hipòtesi de que els réservons intracel·lulars de Ca2+ regulin

l'estimulació de la PLC per Cch i Glu. davant el fet que la preincubació de les cèl·lules

amb tampó KH sense Ca2+ també resulta en una disminució dels nivells de Ca2+ dels

réservons intracel·lulars, tal i com ho demostren les nostres dades amb ionomicina i com

ha estat suggerit per Fohrman et al. (1993). Les CGC en estat de repòs, a l'igual que les

neurones d'hipocamp, tenen molt poc Ca2+ en els réservons intracel·lulars de Ca2+ segons,

també, els nostres experiments amb ionomicina i el que altres autors (Irving i Collingridge,

1998) Per tant, per analizar com participen els réservons intracel·lulars en l'estimulació de

la PLC per receptors muscarínics i metabotròpics hem determinat aquesta resposta sota

diferents condicions en CGC a les quals s'havia omplert prèviament els reservoris

intracel·lulars de Ca2"1". L'estratègia experimental que hem portat a terme ha estat

despolaritzar les cèl·lules amb KC1 40 mM abans de la seva estimulació. L'aplicació de

ionomicina després d'aquest tractament permet assegurar que s'assoleixen nivells de Ca2+

superiors dins dels reservoris, tal i com ja havia estat suggerit per altres autors (Murphy i

Miller, 1989; Irving et al, 1992a).

L'ompliment deis reservoris intracel·lulars de Ca2+ és un requisit per observar senyals de

Ca2+ induïdes per Cch i Glu en la majoria de CGC cultivades a les nostres condicions. El

senyal de Ca + que s'observa a l'estimular amb Cch les CGC predespolaritzades presenta

les mateixes característiques temporals (increment ràpid en forma de pic) i espaials

(simultani a tota la neurona) que el que és induit per Glu. Tot i així, la primera resposta és

independent del Ca2+ extracel·lular i molt homogènia entre CGC d'un mateix cultiu i CGC

de diferents cultius, mentre que la resposta induïda pels receptors mGluRI es veu reduïda

per omissió del Ca2"1" extracel·lular durant l'estimulació i és més heterogènia entre les

diferents CGC. Considerant que l'expressió del mGluRI -responsable de l'estimulació de

la PLC i d'aquesta resposta de Ca + en CGC- es manté constant durant el temps in vitro del

cultiu, però que alhora s'ha descrit que l'activitat PLC és màxima als 4 DIV, es podria

relacionar el nombre de cèl·lules en repòs que responen, tan activant la PLC com induïnt

senyals de Ca2"1", amb el nombre de receptors mGluRI funcionalment actius a la membrana

cel·lular de les CGC. En aquest sentit, s'ha trobat que el-percentatge de cèl·lules CHO

transfectades amb mGluRloc que responen a Quis és funció de l'expressió del receptor
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induïda per pretractament amb IPTG (Hermans et al, 1998a).

Per tant, es dedueix que ambdós receptors tenen la capacitat de mobilitzar Ca2+

intracel·lular quan els réservons intracel·lulars estan suficientment plens per donar-se

aquest procés, però els receptors metabotròpics, a més, poden induir entrada de Ca +

xtracel·lular simultània a aquest procés, tal i com també s'ha observat pels receptors

muscarínics en cultius primaris de neurones d'hipocamp (Irving i Collingridge, 1998). Les

nostres dades sobre el senyal de Ca2"1" induït pels receptors muscarínics en CGC estan

d'acord amb les publicades per Fohman et al. (1993), però discrepen amb les d'altres

autors que descriuren la capacitat de mobilitzar Ca2+ per part d'aquests receptors sense

haver d'omplir els réservons intracel·lulars prèviament (Courtney i Nicholls 1992; Irving et

al., 1992a; Simpson et al., 1996). L'explicació més lògica 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 [Ca2+]c que podrien efectar els nivells de

Ca2+ dels réservons intracel·lulars. Així, recentment s'ha descrit que en cèl·lules PC 12 i en

neurones d'hipocamp en cultiu l'estat d'ompliment dels reservoris intracel·lulars de Ca +

pot augmentar la freqüènica dels senyals elementals d'alliberació intracel·lular de Ca2"1" i

conseqüentment induir respostes globals (Koizumi et al., 1999). Per altra banda, resultats

diferents sobre l'habilitat dels receptors mGluRs en mobilitzar Ca2"1" intracel·lular també

han tingut lloc. En aquest cas, però, estan relacionats amb l'edat de cultiu ja que increments

en la [Ca2+]c en cèl·lules en repòs s'han observat en culius de CGC de 3-6 DIV (Courtney

i Nicholls, 1990; Pizzi et al., 1996; Simpson et al., 1996) però només minoritàriament en

cultius madurs de 7-9 DIV (Irving et al., 1992a,b; del Río et al., 1999).

En CGC predespolaritzades, l'activació de la PLC per Glu és aproximadament el 60

% més gran que en cèl·lules en repòs. Aquesta resposta és dependent de la presència de

Ca+ extracel·lular durant l'estimulació ja que en la seva absència disminueix

aproximadament el 37 %. Hi ha per tant, una perfecte correlació entre el senyal de Ca2+ i

l'activació de la PLC pels mGluRl, que es veu reforçada pel fet que un pretractament de

les cèl·lules amb el quelant de Ca2"1" citoplasmàtic 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 repòs no modifiquen els nivells de [Ca2+]c basais, l'activitat PLC basal,

l'estimulació de la PLC per Glu i Cch en condicions de repòs, ni impedeixen l'ompliment
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de Ca2+ dels réservons intracel·lulars, tot i que si que es redueixen els increments de la

[Ca2+]c induïts per la despolarizado cel·lular amb KCl 40 mM i lògicament també es

disminueix l'activació de la PLC deguda als augments de [Ca2"l"]c per aplicació de KCl. Es

dedueix, conseqüentment que el BAPTA/AM, no interfereix en l'estat cel·lular en repòs ni

impedeix l'ompliment dels réservons de Ca2+.

Les dades anteriors, per tant, tornen a subratllar el fet de que la [Ca2+]c regula

l'estimulació de la PLC per Glu, però a més permeten concloure que el Ca2+ luminal no

particia en aquesta resposta a no ser que sigui alliberat al citosol cel·lular. Alguns autors

han proposat que aquest alliberament de Ca2+ dels reservoris intracel·lulars per part dels

mGluRls en CGC es realitza a través dels RyR i de manera independent de la formació

d'Insl,4,5P3 (del Río et al., 1999), i altres autors han suggerit que, en CGC de ratolí, 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 contracció de cèl·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 potenciació de l'estimulació de la

PLC per mGluRl deguda a l'increment de la [Ca2+]c que té lloc en CGC

predespolaritzades. Es confirma per tant, que les RyR estan implicats en la transducció de

senyals intracel·lulars induïts pels mGluRl. Per altra banda, també s'ha mostrat com en

CGC l'activació de la PLC però no el senyal de Ca2+ induït per agonistes dels mGluRs és

sensible a la toxina pertussis (del Río et al., 1999). Considerant que les nostres dades

demostren que ambdues respostes estan mitjançades pel mateix receptor, el mGluRl, es

pot suggerir l'activació d'aquest receptor implica el seu acoblament a diferents proteïnes G

responsables d'induïr l'activació de la PLC i senyals de Ca2+ per vies separades.

L'habilitat dels receptors mGluRl oc a acoblar-se a proteïnes G sensibles a la toxina

pertussis (Gi/o) i alhora a proteïnes insenibles a aquesta toxina ja ha estat hipotitzada

anteriorment en cèl·lules de ronyó de hàmster jove (BHK) transfectades amb aquest

receptor (Carruthers et al., 1997).

Per altra banda, sota aquestes condicions per les quals els dipòsits intracel·lulars de

Ca2+ estan més plens i per tant el receptors són capaços de mobilitzar Ca2+ intracel·lular,

l'estimulació de la PLC per Cch es veu potenciada un 80 %, i a diferència de la resposta

induïda per Glu, aquesta implificació és independent de la presència de Ca + extracel·lular
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durant l'estimulació i d'un pretractament de les neurones amb BAPTA/AM. Aquesta

última condició, però, anul·la totalment la mobilització de Ca2"1" induïda pel Cch i per tant

es demostra que la major estimulació de la PLC per receptors muscarínics en cèl·lules amb

els réservons intracel·lulars més plens de Ca2+, no és degut a un increment de la [Ca2+]c>

sinó al propi fet de que hi hagi més Ca + luminal.

Evidències addicionals de la implicaicó de la importància dels nivells de Ca2"1" dels

réservons intracel·lulars l'aporten els efectes de dos compostos moduladors del ses estat

d'ompliment. La cafeïna i, en menys extensió, la thapsigargina disminueixen l'alliberament

de Ca2+ dels réservons induït per la ionomicina i alhora redueixen l'activació de la PLC per

Cch. En CGC, s'ha demostrat que la thapsigargina inhibeix els senyals de Ca2"1" induïts pel

Cch (Courtney i Nicholls, 1992, Irving et al., 1992a; Fohrman et al., 1993; Simpson et al.,

1996) i que la cafeïna allibera Ca2+ dels reservoris intracel·lulars (Irving et al., 1992b;

Simpson et al., 1996), però també s'ha suggerit que existeix una solapament entre els

reservoris intracel-Lulars de Ca2+ sensibles a ambdós, thapsigargina i cafeïna (Irving et al.,

1992b; Simpson et al., 1993,1994,1996). Sense despreciar la presència i participació en

aquesta resposta de reservoris intracel·lulars de Ca2+ insensibles a a la thapsigargina i la

cafeïna, existents en cèl·lules no neuronals (Pizzo et al., 1997), ni tampoc efectes

secundaris de la cafeïna tais com la inhibició directa sobre la PLC possible en cèl·lules

pancréatiques (Toescu et al., 1992), podem ressaltar que els nostres resultats mostren com

cada un dels dos esmentats compostos produeix una diferent magnitud de depletació dels

reservoris intracel·lulars i això es tradueix en una diferent reducció de l'estimulació de la

PLC per Cch. Per tant, podem afirmar que els nivells de Ca2+ dels reservoris intracel-Lulars

regulen la transducció d'aquesta resposta intracel·lular.

Els reservoris intracel·lulars de Ca2+ poden participar de diferents maneres en la

senyalització i en la funcionalitat cel·lular en general. Així, tal i com el seu nom indica,

inicialment es pensava que la seva funció exclusiva era la d'actuar com a reservoris. de

Ca24" alliberant-lo inmediatament després de determinades senyals cel·lulars per tal de

potenciar i transmetre respostes (Berridge i Irving, 1989). Més endavant, però, es va

demostrar que també poden actuar com a magatzems guardant Ca2+ i alliberant-lo més tard,

fet que dota a les cèl·lules d'una espècie de memòria que els hi permet respondre de forma

simultània a un conjunt de senyals successives prèvies (Simpson et al., 1995; Berridge,

1998). Però a més, els reservoris intracel·lulars de Ca2+ poden regular processos cel·lulars

de manera independent al Ca2"1" citosòlic, és a dir, el Ca2"1" 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 Ca2+ de dins els

réservons, entre els quals cal destacar l'entrada capacitativa de Ca + -l'inducció d'un

influxe de Ca2"1" extracellular degut a nivells baixos de Ca2"1" dels réservons intracel·lulars-

(Berridge, 1995), la inducció de l'expressió gènica (Gissel et al., 1997), la inhibició de la

síntesis proteica i el tràfic intermembranal de proteïnes (Pashen et al., 1996), la inhibició de

la PLA2 insensible a Ca2"1" (Nowatzke et al., 1998), entre d'altres (Meldonesi i Pozzan,

1998; Alvarez et al., 1999). Els mecanismes responsables d'aquesta regulació de diferents

processos per part del Ca2+ luminal, però, són pel moment molt desconeguts i només per

l'entrada capacitativa de Ca2"1" s'han apuntat diferents hipòtesis que impliquen varis

elements, com ara missatgers endògens que poden comunicar l'estat d'ompliment dels

réservons intracel·lulars de Ca2"1" als canals de Ca2"1" localitzats a la membrana plasmática

(Fassolato et al., 1994; Berridge, 1997; Barrit 1999).

El present treball constitueix la primera evidència a la literatura de la regulació de

l'activitat PLC per part dels nivells de Ca2+ dels reservoris intracel·lulars tan en neurones

com en altres sistemes cel·lulars, però alhora s'enmarca dintre les noves filosofies que per

una banda qüestionen la relació entre increments en la [Ca2+]c com a causa i conseqüència

universal de l'estimulació de la PLC, i per altra atribueixen al ER i a altres reservoris

intracel·lulars de Ca2"1" funcions extramadament específiques, especialtitzades i de gran

importància 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 regulació per part del Ca2+ luminal de

l'activació de la PLC per receptors muscarínics, tot i que varies hipòtesis són possibles.

Així, a part de l'existència a les CGC d'un element mediador i difusible dins la cèl·lula, el

mecanisme podria implicar un complexe de senyalització que podria comportar l'activació

d'isoenzims de la PLC capaços de sensar els nivells de Ca2+ dels reservoris intracel·lulars i

els quals no participarien en respostes mitjançades per altres receptors. Aquest fet seria

consistent en la gran diferència entre CGC intactes i membranes d'aquestes neurones en la

magnitud d'estimulació de la PLC per Cch, i amb el fet de que en aquestes últimes

preparacions biològiques, però en les primeres, l'activació de la PLC per Cch és similar a

la d'altres receptors. Alhora, les nostres dades mostren com l'estimulació dels cultius de

CGC de 9 DIV amb Cch indueix un moviment de les molècules de la PLC-ßl citosòliques

a la membrana, fet que es podria representar una activació d'aquestes molècules. Per tant,
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segons aquesta hipòtesi i sense descartar altres isoenzims, la PLC-ß l podria ser una

candidata a ser un isoenzim de la PLC estimulat per receptors muscarínics i tenir capacitat

de sensar els nivells de Ca2+ extracel·lular. Tot i així, cal tenir present que estem fent

moltes especulacions i es necessiten estudis posteriors per confirmar-ho.

Independentment del mecanisme, la modulació de Pestimualció de la PLC per Cch

per part dels réservons intracel·lulars de Ca2+ pot ajudar a regular la quantitat d'Insl,4,5P3

format i pot constituir un mecanisme d'encreuament entre l'estimulació muscarínica i

altres estímuls mobilitzadors de Ca2+. Alhora, cal tenir present que l'estat d'ompliment dels

réservons intracel·lulars de Ca2+ determina la mobilització de Ca2+ intracel·lular per part

dels receptors muscarínics, tot i que en aquest cas, els senyals de Ca2+ induïts per Cch, a

l'igual que els induïts per Glu, només depenen de si hi ha suficient Ca2+ als réservons per

ser alliberat.

El conjunt de totes aquestes dades, per tant, indiquen que els mecanismes

regulatoris de l'activació de la PLC per agonistes depenen del receptor implicat, almenys

en cultius de CGC. La base per aquesta diferència la desconeixem, però es podria especular

que diferents isoenzims de la PLC, amb diferent sensibilitat al Ca2+ i regulats de diferent

manera, podrien estar implicats en la transducció del senyal per part dels receptors m3 i

mGluRl ja que els nostres anàlisis d'expressió proteica mostren com els cultius de CGC

madurs expressen els isoenzims PLC-ßl, -ß2, -ß3, -ß4, -SI, -02, -yl i -j2. Aquesta hipòtesi

ha estat suggerida per Irving et al. (1992) en CGC, mentre que Kim et al. (1997) han

demostrat que en ratolins transgènics els receptors muscarínics estan acoblats

majoritàriament a la PLC-ßl a l'escorça cerebral i a l'hipocamp i els mGluRs a la PLC-ß4

al cerebel
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1. La relació entre les acumulacions d'3H-InsPs i [3H]CDP-DAG degudes a

l'activació de la PLC per diferents agonistes de receptors acoblats a proteïnes G és una

característica que sembla dependre més del tipus de receptor que del teixit, tipus de

preparació o estadi de desenvolupament, ja que el comportament de cada agonista es

similar en cultius de neurones granulars de cerebel i en miniprismes d'escorça cerebral

d'animal adult.

2. En neurones granulars hi ha una bona correlació entre les acumulacions

d'[3H]Ins4P+[3H]Insl,4P2 -procedents de la desfosforilació de l'[3H]Insl,4,5P3- i l'eficàcia

d'estimulació de la PLC associada a cada agonista, mentre que els nivells d'[3H]InslP -

resultant de la via de fosforilació de l'[3H]Insl,4,5P3- no donen informació sobre aquesta

estimulació. Aquests resultats divergeixen dels descrits anteriorment en miniprismes

d'escorça cerebral fet que indica que el metabolisme de l'[3H]Insl,4,5P3 és una

característica depenent del teixit, així com de l'estadi de desenvolupament de l'animal.

3. L'activació de la PLC per un determinat receptor i el metabolime de 1' Insl,4,5P3

format són modulats de manera diferent pel Ca2"1" extracellular dependent del teixit on es

produeixi la resposta. A més a més, canvis en la concentració extracel·lular d'aquest ió

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

4. A diferènica del que s'ha observat en estudis previs en el teixit cerebral intacte,

en neuornes granulars en cultius, les característiques estudiades de l'activació de la PLC

(relació entre les acumulacions d'3H-InsPs i [3H]CDP-DAG i relació entre les

acumulacions dels inositols fosfats corresponents a diferents vies del metabolisme de

l'Insl,4,5P3) no es correlacionen amb el mecanisme d'activació de la PLC, ja que agonistes

amb característiques marcadament diferents, activen la PLC mitjançant la participació

d'una proteïna G en preparacions membranals.
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5. La similar eficacia dels receptors muscarínics, de 1' endotelina i mGluRs en

estimular la PLC en preparacions membranals de neurones granulars de cerebel, en contrast

amb les grans diferènices trobades en cèl·lules senceres, indiquen que en aquest últim cas

hi ha mecanismes reguladors que potencien la resposta, almenys en el cas dels receptors

muscarínics i mGluRs.

6. Els cultius primaris de CGC expressen els receptors mGluRla i mGluR5, essent

l'expressió del primer constant i la del segon creixent amb el temps in vitro de cultiu.

Malgrat això, en cultius madurs només el receptor mGluRl és resposable de l'activació de

la PLC i el senyal de Ca2+ induïts per diferents agonistes dels mGluRs. En aquestes

respostes semblen participar-hi els RyR.

7. Els nivells de Ca2"1" dels réservons intracel·lulars en la gran majoria de neurones

granulars de cerebel en repòs són molt baixos, això fa que el seu ompliment sigui un

requisit per tal de que diferents receptors, entre ells els muscarínics de Pactetilcolina i

metabotròpics del glutamat, puguin induir senyals de Ca2+. Aquestes respostes de Ca2+

tenen les mateixes característiques temporals i espaials però estan induïdes a través de

diferents mecanismes, contemplant una possible entrada de Ca + extracel·lular en la

resposta mitjançada pels mGluRs.

8. En cultius primaris de CGC, l'estimulació de la PLC per receptors muscarínics i

mGluRs és regulada de manera diferent pel Ca2+. Així, l'activació de la PLC pels

mGluRls és depenent de la presència de Ca2"1" extracel·lular durant l'estimulació i altament

sensible a canvis moderats en la [Ca2+]c, mentre que l'estimulació de la PLC per receptors

muscarínics és regulada pel contingut de Ca2+ dels réservons intracel·lulars.

9. Els cultius de CGC madurs expressen els diferents isoenzims de la PLC: ßl, ß2,

ß3, ß4, öl, 02, yl i y2. La PLC-ßl està majoritàriament associada a la membrana, i

estimulacions curtes amb Cch produeixen una ràpida translocació a la membrana de la

quasi totalitat de l'isoenzim.
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Abstract: Muscarinic receptor activation of phosphomo-
sitide phospholipase C (PLC) has been examined in rat
cerebellar granule cells under conditions that modify m-
tracellular Ca2"" 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 mm.
A progressive recovery of responses was observed fol-
lowing the reexposure of cells to Ca2"1"-containing me-
dium (1 3 mM) However, these changes did not appear
to result exclusively from changes in the cytosohc Ca2*
concentration ([Ca2*],), which decreased to a lower
steady level (~25 n/Vf decrease in 1-3 mm after extracel-
lular omission) and rapidly returned (within 1 mm) to con-
trol values when extracellular Ca2* was restored. Only
after loading of the mtracellular Ca2* stores through a
transient 1-mm depolarization of cerebellar granule cells
with 40 mM KCI, followed by washing in nondepolanzing
buffer, was carbachol able to mobilize mtracellular Ca2*.
However, the same treatment resulted in an 80% en-
hancement of carbachol activation of PLC. In other ex-
periments, partial depletion of the Ca2* stores by pre-
treatment of cells with thapsigargin and caffeine resulted
in an inhibition (18 and 52%, respectively) of the PLC
response Furthermore, chelation of cytosolic Ca2* with
BAPTA/AM did not influence muscarmic activation of
PLC in either the control or prede.polanzed cells. These
conditions, however, inhibited both the increase m
[Ca2*], and the PLC activation elicited by 40 mM KCI and
abolished carbachol-mduced mtracellular Ca2* release in
predepolarized cells Overall, these results suggest that
muscarmic receptor activation of PLC in cerebellar gran-
ule cells can be modulated by changes in the loading
state of the Ca2* stores Key Words: Phospholipase
C—Ca2* stores—Muscarmic receptors—Cerebellar
granule cells
J Neurochem 74,818-826(2000).

In the nervous tissue, stimulation of phosphomositide
phospholipase C (PLC) may be elicited by a wide variety
of neurotransmitter receptors (Fisher et al., 1992). This
response leads to the generation of diacylglycerol, which
st imulates several isoenzymes of protein kinase C and

inositol 1,4,5-trisphosphate (Insl,4,5,-P3), which mobi-
lizes Ca2"1" from intracellular stores Agonist stimulation
of PLC has been shown to be Ca2*-dependent in 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 in primary culture express
several neurotransmitter receptors coupled to PLC acti-
vation and have been used as a neuronal model system to
study the characteristics of this signalling pathway
(Nicoletti et al., 1986; Xu and Chuang, 1987; Dillon-
Carter and Chuang, 1989; Lin et a l , 1990a) In these
cells, muscarinic cholinergic receptors of the M3 subtype
(Whitham et al., 1991) elicit a robust PLC response that
is dependent on extracellular Ca2* (Lin et al., 1990è; del
Río et al., 1994; Lin and Wang, 1996) Depolarization of
these cells with high K+ concentrations results in extra-
cellular Ca2"1" entry (Ciardo and Meldolesi, 1991; Irving
et al., I992a,b; Fohrman et al., 1993; del Río et a l , 1994)
and synergistic potentiation of muscannic activation of
PLC (del Rio et al., 1994) Under these conditions, del
Rio et al. (1994) have reported a correlation between
small increases of cytosolic free Ca2* concentrations
([Ca2"*"],) and the potentiation of PLC activation, sug-
gesting a high Ca2"1" sensitivity of the stimulated PLC
This correlation, however, is not maintained when Ca2*
entry is triggered by a Ca2* lonophore, raising the pos-
sibility that factors other than increased [Ca2+], could be
involved in the Ca2"*" dependency of muscannic stimu-
lation of PLC.
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A l t h o u g h muscannic receptor activation can mobilize
Ca :~ t'iom intrucel lular stores m cerebellar granule cells,
some discrepant res 'ul ts have been reported. Several au-
thors h a \ e shewn t h a t , under nondepolarizing conditions,
muscarmic agonists e l i c i t a rapid and transient increase
of [Ca :~ |, due to mtracellular Ca2* mobilization (Court-
ney and Nichol l s . 1992: Irving et al., 1992a; Simpson
et al.. 1996) Other authors, however, observed this re-
sponse onK after a previous period of high K* depolar-

ization (Fohrman et al.. 1993). which triggers Ca2+ entry
and allots the replenishment of intracellular Ca2+ stores
(Murph> and Mil ler . 1989). Under such conditions, ag-
onist-induced Ca:~ mobilization becomes independent
of ex t r ace l lu l a r Ca: * and dependent on the filling state of
the i n t r ace l l u l a r Ca:* stores.

In th is w o r k , we have determined the effect of differ-
ent conditions that modify either the levels of stored
Ca :~ or the |Ca :*], on carbachol (Cch)-stimulated PLC.
These i n c l u d e d lo^enng of stored Ca3* by premcuba-
tion m low e x t r a c e l l u l a r Ca :*. thapsigargin, or caffeine,
r i l l i n g ot t he s tores bv a previous depolar iza t ion , and
t rea tmen t w i t h the cv ioso l i e Ca:* chelator l .2-bis(o-
¿nunophenoxv le thane-A' . /V. /V' . /V ' - te t raacet ic acid ace-
t o x v m e t h v l ester (BAPTA/AM) Our results suggest that
changes in the levels of Ca:* in the intracel lular stores
can modulate muscarmic receptor activation of PLC in
cerebellar granule cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture
Experiment were performed 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 vessels were removed, the tissue was minced
and incubated for 10 mm at 37°C in Ca2J"-free Krebs-Rmger
buffe r c o n t a i n i n g 00025% trypsm Cells were then mechani-
c a l l y t r i t u r a t e d th rough a f ine-polished glass p ipe t te and fi l tered
through a -lO-M'" nylon mesh in the presence of 0.52 mg/ml
jovbean t r v p - . i n i n h i b i t o r and 170 lU/ml DNase After centrif-
usanon (500 ,c). cells were plated on poly-L-lysme-precoated
plates or glass cover<hps at .1 dens i ty ot I 5 X 10ft viable
ce l l s /ml , respective!;. , m basal medium Eagle, supplemented
w i t h I0rr letal call serum. 33 mM glucose. 2 mM glutamme. 50
IL'/ml p e n i c i l l i n . 50 fig/ml s t rep tomycin , and 25 mM KCI
Af te r 2J h. cytosme arabmoside was added to a final concen-
t r a t i o n of 10 ¡¿M to prevent g l i a l cell proliferation. Cultures
were incubated at 37°C m a humidif ied atmosphere of 5%
C0:/95<7c air and used after 8-9 days in vitro

Determination of PLC activity
PLC activity was assayed by measuring the accumulation of

'H-labeled mositol mono- and polyphosphates (3H-InsPs) in
the presence of 10 mM LiCI. Cerebellar granule cell monolay-
ers in 24-wel l plates were prelabeled with 2 fiCi/ml myo-
( 'H)inosi tol tor 24 h. Media were then removed, and cells were
washed and incuba ted for 30 mm in Krebs-Henseleit/HEPES
( K H ) b u f f e r ! m mM NaCI 1 1 3 , KCI 4 7. KH2P04 1.2, MgSO4

1 2. NaHCO, 25. glucose, 1 1 . and HEPES 5, with or without
CaCI- 1.3 added. p~H 7 4 equilibrated with 5% O2/95% CO2 at
37CC) Omission of CaCU'm (he KH buffer resulted in extra-
c e l l u l a r Ca:' concentra t ions ot <\ p.M as fluorimetncally

assessed wuh fura -2 Buf fe r was then a s p i r a t e d , and c e l l s were
incubated for I mm wi ih 0 5 ml ol b u f f e r c o n t a i n i n g "> T,.V/
LiCI w i t h or w i thou l agonist V v h e n appropr ia te c e l l s u--;

premcubated for 20 mm w'fth antagomsis or oiher L o m p i ' u n u -
before the add i t ion of agonis t s , and these c o m p o u n d s w e r e d N ; >
present during s t i m u l a t i o n React ions «.ere t e r m i n a t e d w un 0 ?
ml of ice-cold meihanol. cells were then scraped and i r a n s -
ferred to test tubes wi th 0 9 ml of chloroform, and two phases
were generated by adding 075 ml of 0 17 mM HCI A f t e r a
5-min centnfugat ion at 2,000 g. I - m l a l iquo t s of the aqueous
phases were neutralized wi th 1.5 M NH4OH and a p p l i e d to a
Dowex (AGI-X8) formate co lumn 'H-lnsPs were e l u t e d ^ i t h
9 ml of 1 M ammonium formate/0 I M formic acid and counted
by l iquid sc in t i l la t ion spectrometry as described prev ious ! )
(Claro et al , 1993) The organic phases c o n t a i n i n g ' H - l n s P s
were washed wi th I 55 ml of methanol /water ( I I. v o l / v o l i and
0.2-ml a l iquots were also counted for r a d i o a c u v i t v A c c u m u -
lat ion of ' 'H-InsPs was calculated as the percentage ol 'H-
l ipids . Statistical s ignif icances were e v a l u a t e d bv a n a l v M s of
variance fol lowed by D u n n e t t ' s tesi for m u l t i p l e compar i son^
using (he SAS s t a t i s t i c a l package S i g n i f i c a n c e uas f i v e d j;
p < 0 05

[Ca2-],
Exper iments were per formed w i t h cerebe l la r g r a n u l e ccl!

monolayers grown on glass covers l ips In b r i e l c u l t u r e m e d i u m
was removed and cells loaded with the Ca:* indicator fu ra -2 b>
bath ing them in a KH b u f f e r con ta in ing 2 nM fura-2/A.M for 60
mm at room temperature. Cells w'ere then rinsed and the cov-
erslips mounted on the stage of a Nikon Diaphot inver ted
epifluorescence microscope When cells were loaded w i t h both
fura-2 and BAPTA, BAPTA/AM was added From (his point .
cells were mainta ined in KH buffer at 37°C Af t e r exc i t a t i on at
340 and 380 nm. fluorescent images at w a v e l e n g t h s ot > 5 I O
nm were collected with an intensified charge-coupled device
camera (Photonic Science), and the 340/380 ratio«, were con-
verted to approximated Ca2* concentrat ions u s ing the A p p l i e d
Imaging Quanticel l 700 System A ca l i b r a t i on curve w a s per-
formed according to the method of Grynkiewicz et al M 985'
When [Ca:*|, levels were es t imated. 20-25 ce l l s w e r e ana -
lyzed in each c u l t u r e , and the mean v a l u e s from d i f i e r e n !
cul tures were averaged

Materials
Cch chloride. t u ra -2 /AM. t ryps ine sovbean t r v p s m i n h i b i -

tor. DNase I. and poly- t . - lys ine were purchased f r o m Sigma
lonomycm free acid was f rom Calbiochem and B APT A7 A M
thapsigargin . and cá l leme were (rom A l e x i s B i o c h e m i c a i s
myo-pHlinosi tol was from Amersham. and a l l c e l l c u l t u r e
media and reagents were from GIBCO Life Technologies
Other chemicals used were of a n a l y t i c a l grade

RESULTS

Effect of changes of extracellular Ca2* on Cch and
K+ stimulation of PLC

Stimulation of myo-[3H]inositol- labelled cerebel lar
granule cells with 1 mM Cch for I mm in the presence of
10 rruW LiCI resulted in an increased a c c u m u l a t i o n of
3H-InsPs (3.5-4 0-fold of basal) . The addit ion of LiCI at
the same time as Cch was found to be effective a l l o w i n g
the accumulation of 1H-InsPs, because in its presence the
net Cch response was ampl i f i ed more than threefold ( i n
the presence of LiCI: basal. 3.54 r 0.21 dpm of
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3H-InsPs/100 dpm of 3H-!ipids, and Cch, 12 10 ± O 88,
in the absence of LiC! basal, 2 93 ± O 12, and Cch, 5 50
± 0 58, n = 3) The Ca2* dependency of this response
was first studied by determining the time course of the
effects of changing the extracellular Ca2* After culture
medium was removed, cells were maintained for 30 mm
in KH buffer containing 1 3 mM Ca2* The KH buffer
was then replaced with a nominally Ca2*-free KH buffer
and, after different time intervals, cells were stimulated
with 1 mM Cch for 1 mm As shown in Fig 1A, the
extent of the response decreased in the absence of Ca2*
The omission of added Ca2* during a 30-mm premcu-
bation and a subsequent 1-mm stimulation resulted in a
marked decrease of the Cch effect (88 0 ± 5 0% reduc-
tion, n = 3) Under these conditions, stimulation for 1
mm at various time intervals after replacement of the
Ca2*-free medium with a buffer containing 1 3 mM
Ca2* resulted in a progressive recovery of the Cch re-
sponse that, after 3 mm, was not significantly different
from that shown by control cells premcubated and stim-
ulated in the presence of extracellular Ca2* (Fig IB) In
all experiments, cells were left equilibrating with the
replacing medium for at least 1 mm before Cch addition,
and, in subsequent expenments, stimulations were al-
ways performed 1 mm after medium replacement

The above manipulations were found to result in small
changes of [Ca2*], in single cerebellar granule cells
monitored using fura-2 fluonmetry (Fig 2) Average
values of [Ca2*], under the different conditions were
69 7 ~ 1 1 nA/ in cells premcubated in the presence of
1 3 mM extracellular Ca2* and 51 9 ± 3 8, 47 0 ± 4 3,
and 43 9 — 4 0 nA/ 1, 3, and 10 mm, respectively, after
replacement of the medium with a Ca2*-free buffer (n
= 3) After 30 mm in a Ca2*-free medium, [Ca2*], was
44 7 ± 3 0 ruW and restoration of extracellular Ca2*
raised [Ca2"], values to 75 3 ± 4 0 nM (n = 3) in <1
mm. after which they remained

In contrast to the Cch response, the activation of PLC
by a 1-mm stimulat ion with 40 mM K* (254 ± 030-
fold over basal, n = 3) was totally dependent on the
presence of extracellular Ca2* (Fig 3) However, PLC
activation due to high K* was not reduced significantly
by a 30-mm premcubation of the cells in the absence of
Ca2* These results are consistent with the suggestion
that high K* activates PLC as a consequence of depo-
lanzation-mduced Ca2* entry and [Ca2*], elevation

Effect of changes in intracellular Ca2+ stores on
Cch stimulation of PLC

The relationship between intracellular Ca2* 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 depolarization In agreement with previous re-
ports (Connor et a l , 1987, Murphy and Miller, 1989,
Irving et a l , 1992o, Simpson et a l , 1993), 40 mM K*
elicited a peak of {Ca2*], increase followed by a plateau
that declined rapidly to basal levels after returning the
K* concentration to 5 9 mM (Fig 4A) This treatment,
which has been considered to fill the intracellular Ca2*

A

lo-

s-
'S

a 4.

2-

v ••Basi

_L cnccn

•

1i
-

^

"

TÍ

30 mm preircubanon «-Ca3* *Ca' -Ca Ca

Stimulation »Caî- Ca'' Ca' Ci'
Time without Ca**

before s ti m Jan on "» mm

B
••Basal

CZICih

àü S"
J r s'

>^~ **"®
tl- 4

2

! ; i
i

T

i

I 1

ii !

1
0 —

JO mm prcmcubahon Ca * Ct Cu Ca

Stimulation Ca * »Ca *Ca -Ca

Tcmc wlhCa '
before stimulation 3 m i n 10 mu

FIG. 1. Extracellular Ca2* dependency of Cch stimulation of
PLC A: myo-pHJInositol-labelled cells were maintained for 30
mm in a KH buffer containing 1 3 mM Ca2* The cells were then
stimulated with 1 mM Cch for 1 mm either in the presence of 1 3
mM Ca2* (+Ca2*) or in a Ca2*-free KH buffer (-Ca2*) In the
latter case, cells were maintained for different time intervals in
the absence of Ca2* before the agonist and LiCI addition B
Labelled cells were premcubated for 30 mm m a Ca2*-free KH
buffer and stimulated for 1 mm in either the absence (-Ca2*) or
presence of 1 3 mM Ca2* (+Ca2*) In the latter case cells were
treated with agonist and LiCI after leaving them for different time
intervals m 1 3 mM Ca2* KH buffer In each experiment cell
samples corresponding to both experimental conditions (A and
B) were from the same tissue culture Results are expressed as
3H-lnsPs accumulated as a percentage of 3H-lipids in each
sample and are the means ± SEM from three independent
experiments performed in triplicate 'Cch effect significantly dif-
ferent from the response shown by cells premcubated and stim-
ulated in the presence of 1 3 mM Ca2* (p < 0 05)

stores (Murphy and Miller, 1989, Irving et a l . 1992a)
allowed Cch to evoke a small and brief [Ca2*], 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 in some
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FIG. 2. Effect of changes of extracellular Ca2* on [Ca2*], in
single cerebellar granule cells. Cells were initially maintained in
KH buffer containing 1.3 mM Ca2*. The medium was replaced
with a Ca2'-free buffer (-Ca2*) and, after 30 min. changed
again to a Ca2~-containmg medium (+Ca2*). 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 Ca2*-mobilization studies. After a 30-
min preincubation. cells were treated for l min with 40
mM K* and the medium replaced with KH buffer con-
taining 5.9 mM K*. One minute later, cells were stimu-
lated with 1 mM Cch for l 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
3H-InsPs at that stage (basal, 2.90 ± 0.30% of 3H-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 Ca2*

Basal
K-

FIG. 3. Extracellular Ca2* dependency of K* stimulation of PLC.
Cells were premcubated for 30 mm in a KH buffer with or without
1.3 mM Ca2* and stimulated with 40 mM KCI for 1 min ¡n either
the absence (-Ca2*) or presence of 1.3 mM Ca2* (+Ca2*). LiCl
was added to a final concentration of 10 mM at the same time as
KCI. Results are expressed as 3H-lnsPs 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 [Ca2*], before and after a transient
depolarization 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 Ca2* was present in all the steps
B: Cells were stimulated with 1 mM Cch for 1 mm before and
after a transient depolarization with 40 mM KCI, but during the
second Cch addition extracellular Ca2* 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 depolariza-
tion was achieved in the absence of Ca2*.

The Ca2* content of the intracellular Ca2* stores can
also be modified by agents such as thapsigargm, which
inhibits the endoplasmic reticulum Ca2* 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 /LuW) or caffeine (10 mM) in a Ca2*-
containing medium lowered significantly the Cch stim-
ulation of PLC (Fig. 6).

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

The role of intracellular free Ca2* in PLC activation
by Cch was studied with the cell-permeant Ca2* chelator
BAPTA/AM (Tsien, 1980). We determined the K*-m-
duced 3H-InsPs accumulation to verify the effects of this
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FIG. 5. Effect of a previous K' depolarization on
Cch stimulation of PLC. Qells were preincubated for
30 min in KH buffer and treated for 1 mm with 5.9
mM K* (control cells) or 40 mM K* (predepolanzed
cells). The medium was then replaced with KH buffer
containing 5.9 mM K* and, 1 mm later, 1 mM Cch
and 10 mM LiCI were added for 1 min in the same
medium. Premcubation, predepolanzation, and
stimulation were performed in either the presence
(+Ca2*) or the absence (-Ca2*) of 1.3 mM extra-
cellular Ca2* 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
Ca2" in both control and predepolarized cells (p
< 0.05). "Responses shown by predepolanzed cells
that are significantly different from control cells pre-
incubated and stimulated in the presence of external
Ca2* (p < 0 05).

chelator on the activation of PLC elicited by increased
[Ca3*],. This response was attenuated significantly by
preincubation of the cells with 30 p.M BAFT A/AM for
20 or 60 min and totally abolished when the chelator
concentration was increased to 90 /xA/ (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 ¡¿M BAPTA/AM.

On the other hand, treatment of the cells with 30 \iM
BAPTA/AM for 20 min did not change the basal [Ca2+],
levels (73.0 ± 9.1 ruW in B APT A/AM-treated cells, n
= 3). but notably decreased both the peak and plateau of
[Ca2*], elevation elicited by 40 mM K"1", slowed the
decay of [Ca2*], after the normal K"1" concentration was
restored, and suppressed the Cch-induced Ca2* mobili-
zation in predepolarized cells (Fig. 8A). This treatment,
however, had no effect on the potentiation of the Cch
stimulat ion of PLC achieved by a previous depolariza-

tion (Fig. 8B), indicating that this potentiation does not
depend on the increase of [Ca2"1"], resulting from intra-
cellular Ca2"1" release.

Estimation of the filling state of the intracellular
Ca2+ stores

To verify the effect of the different experimental con-
ditions on the filling state of intracellular Ca2* stores.
fura-2-loaded cells were subjected to the corresponding
treatments and then exposed to 2 y.M lonomycin 1 mm
after the extracellular Ca2* was omitted. These condi-
tions result in transient [Ca2*], increases as a conse-
quence of the release of stored Ca2*. and the extent of
this effect, measured as the net increase achieved in the
peak of [Ca2*], 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
[Ca2*], 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 Ca2*. whereas it

Control *Caf

FIG. 6. Effect of modulation of intracellular Ca2* stores on Cch
stimulation of PLC. Cells were preincubated for 20 mm with
either 10 jiM thapsigargm (Tg) or 10 mM caffeine (Caf) and
stimulated with 1 mM Cch for 1 mm in KH buffer containing 1.3
mM extracellular Ca2'. Results are the means ± SEM from four
independent experiments performed in triplicate. "Cch re-
sponses significantly different from that of control cells (p
< 005)
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FIG. 7. Effect of intracellular Ca2* chelation with BAPTA/AM on
the Cch and K* stimulation of PLC. Cells were incubated in a
Ca2*-containing medium without (control) or with BAPTA/AM at
the concentrations and for the times indicated in the figure and
then stimulated for 1 mm with either 40 mM K* or 1 mM Cch
Results are the means ± SEM from three independent experi-
ments performed in triplicate. 'Effect is significantly different
from that shown by the respective control cells (p < 0 05)
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FIG. 8. Effect of BAPTA/AM on Cch-eiicited Ca2* mobilization
and PLC activation in predepolarized cells. A: After fura-2/AM
was removed, cells were premcubated with (solid line) or without
(dotted line) 30 /¿M BAPTA/AM for 20 mm, treated for 1 mm with
40 mM K", and, after 1 mm m 5 9 mM K*, stimulated for 1 mm
with 1 mM Cch. The traces are from individual cells representa-
tive of 25 different cells. Similar results were obtained in three
independent cultures. B: The same protocol was followed to
assay the activation of PLC, but 10 mM LiCI was added together
with Cch. Results are the means ± SEM from three independent
experiments performed m triplicate.

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 treatments
on the level of stored Ca2+. Preincubation for 20 min
with either 10 mM caffeine or 10 pM thapsigargin also
reduced the ¡onomycin response, although to a different
extent (48.5 ± 10.1 and 20.4 ± 8.9% reduction by
caffeine and thapsigargin, respectively), suggesting that
a different degree of store depletion is achieved by both
conditions.

In contrast, the effect of a previous depolarization with
40 mM K* on the Ca2+ stores in cells preincubated with
30 /¿Ai BAPTA7AM 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 [Ca2*], similar to that observed in
BAPTA-loaded cells exposed to 40 mM K"1" (189 ± 45
and 180 ± 17 nM, respectively) The [Ca2"1"], increase
elicited by ionomycin was similar 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 3H-InsPs after 1-min
stimulations in- the presence of 10 mM LiCI. PLC can
also be assayed by measuring the formation of Ins 1,4.5-
Pj. However, in primary cultures of cerebellar granule
cells, muscarinic stimulation causes a transient steady-
state increase of Insl,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 a l .
1991; Simpson et al.. 1993; del Río et a l . 1998) This
response is not modified by LiCI for at least 5 mm after
large PLC stimulations (del Rio et al., 1998). In contrast.
the muscannic-stimulated accumulation of 3H-lnsPs.
which shows a similar twofold increase after a 1-min
stimulation with Cch, can be notably enhanced by LiCI.
thus resulting in a greater response range for quant i ta t ive
studies.

We have explored the possibility of a modulatory role
of intracellular Ca2+ stores on the Cch st imulat ion of
PLC in cultured cerebellar granule cells by performing
experimental manipulations that modify the Ca2^ con-
tent of these stores. Omission of extracellular Ca2"1" low-
ered the Cch activation of PLC, whereas addition of
external Ca2"1" to cells preincubated in its absence re-
sulted in a time-dependent recovery of the response.
These results indrcate that, in addition to an extracel lular
Ca2"1" requirement during s t imulat ion, the Cch response
is dependent on the presence of Ca2* for some time
before agonist application. As the same treatments also
evoked minor but significant changes of [Ca2*],, the
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FIG. 9. Estimation of the filling state of the Ca2* stores. Fura-
2-preloaded cells were washed for 1 mm with Ca2"-free buffer
and exposed to 2 ¡íM ionomycin after a 30-mm incubation of the
cells in the presence (control) or m the absence of Ca2' (-Ca2").
a 1-min predepolanzation with KCI at 40 or 10 mM (pre-K"), or
a 20-mm preincubation with either 10 nM thapsigargin (Tg) or 10
mM caffeine (Caf). The average net increases of [Ca2"], over the
initial value (before the application of the Ca2* lonophore) 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 interpreted as reflecting a possible
effect of small variations of (Ca2*], on the Cch response
This conclusion was suggested previously in studies us-
ing SH-SY5Y neuroblastoma cells, in which agonist
activation of PLC was proposed to be enhanced by the
increase of [Ca2""], resulting from agonist-induced intra-
cellular Ca2* mobilization (Wojcikiewicz et al , 1994,
Willars and Nahorski, 1995) A similar mechanism was
also proposed by del Rio et al (1994), who found a good
correlation between relatively small [Ca2*], increases
and the extent of Cch activation of PLC in depolarized
cerebellar granule cells, although this correlation was
less consistent when [Ca2*], was increased with a Ca2*
lonophore Our present results however do not show
such a good correlation when comparing the Cch stim-
ulation of PLC and the levels of [Ca2""], after extracel-
lular Ca:" changes Muscannic PLC activation was
much lower after 30 mm than after 3-10 mm in a
Ca2"-free medium, whereas the [Ca2*], level was simi-
lar at both times, and [Ca2*"], recovered more rapidly
than the PLC response when extracellular Ca2* was
restored Moreover, chelation of cytosolic Ca2* by pre-
incubation with BAPTA/AM under conditions resulting
in inhibi t ion of the K*-mduced [Ca2"*"], increase and
PLC activation had no effect on Cch-stimulated accumu-
lation of 3H-InsPs More notably, in predepolanzed cells,
where Cch induced the mobilization of stored Ca2* and
the PLC response was potentiated, treatment with
BAPTA/AM abolished the Cch-elicited [Ca2*], increase,
but did not change the PLC activation, indicating that the
enhancement of this response did not result from an
agonist- induced [Ca2"], increase The resistance of mus-
canmc activation of PLC to inhibition by conditions that
are e f f i c i en t l y chelating the mtracel lu lar free Ca2* sug-
gests that factors other than merely the changes in
[Ca2"], are involved in the regulation of the muscannic
ac t iva t ion of PLC

As deprivation or restoration ot external Ca2* resulted
in depletion or refilling of the internal stores, respec-
tively an alternative possibility may be that the mtracel-
lular Ca2" stores regulate the Cch response This inter-
pretation was supported by the effect of increasing the
Ca:" content of the mtracellular stores on the Cch re-
sponses Release of stored Ca2* by lonomycm was in-
creased by a brief K* depolarization, indicating that this
treatment increased the level of stored Ca2"1" as previ-
ously proposed (Murphy and Miller, 1989, Irving et a l ,
1992a) In agreement with Fohrman et al (I993), we
found that this treatment was a prerequisite to observe
Cch induced Ca2* mobilization in these cells As this
signal was unaffected by the omission of extracellular
Ca2" d u r i n g s t imula t ion and no [Ca2"1"], increase was
tound m nonpredepolanzed cells we conclude that Cch
does noi direct in t r ins ic Ca2" entry Similar results have
been reponed recently in cultured hippocampal neurons
where Ca2" mobilization by Cch was not observed un-
less Ca2" stores'were allowed to refill by a mild K*
depolarization (Irving and Colhngndge, 1998) On the
other hand loading of the mtracellular Ca2"1" stores en-

hanced Cch stimulation of PLC, which under these
conditions, became independent of extracellular Ca2*

Additional evidence of an involvement of Ca:" stores
was given by the effects of Ca2*-store modulators
Treatment with either thapsigargm or caffeine lowered
the lonomycm-ehcited release of stored Ca2" as well as
the Cch activation of PLC, although the effects of thap-
sigargm were modest compared with those found in the
presence of caffeine In cerebellar granule cells thapsi
gargin has been shown to inhibit the agonist induced
increase of [Ca2*], (Courtney and Nichol l s 1992 Imng
eta l 1992a, Fohrman et al 1993 Simpson et al 1996)^
whereas caffeine releases mtracel lu lar Ca:" ( Imng
et a l , 1992è, Simpson et al 1996) and o\er lapping
between both thapsigargm and caffeine sensitive stores
has been proposed (Irving et a l , 19926 Simpson et al
1993, 1995, 1996) In this context our results suggest
that a different extent of store depletion was induced bv
each agent, and this could result in a d i f f e r e n t reduction
of the PLC response to Cch On the other hand Ca2*
stores insensitive to both thapsigargm and caffeine de
scribed in some nonneural cell systems (Pizzo et a!
1997) might also be present and have a role in regulating
Cch activation of PLC in cerebellar granule cells Fi-
nally, caffeine has been shown to reduce the muscanntc
receptor-mediated formation of Insl 4 5 P-¡ in pancreatic
acinar cells (Toescu et a l , 1992) Thus a possible con-
tribution of an inhibitory effect ot caffeine on the aai
vation of PLC cannot be excluded

Taken together, our results suggest that the loading
state of the mtracellular Ca2" stores regulates muscarmic
receptor activation of PLC as well as provides a Ca :~
source for agonist-stimulated release although both re-
sponses appear to be modulated b> d i f f e r e n t mecha
nisms Various cellular effects have been shown to result
from depletion of mtracellular Ca:" stores These in-
clude inhibit ion of protein synthesis (Paschen et al
1996), activation of gene expression (Gissel et al 1997)
activation of capacitative Ca2* inf lux (Berndge 1995)
and stimulation of a Ca2*-msensitive phosphohpase A,
(Nowatzke et a l , 1998) The mechanisms under l>mg
these effects have not yet been elucidated although
several proposals have been made in the case ot the
capacitative Ca2* entry, including the i n v o l v e m e n t ot
vanous types of endogenous messengers that may com-
municate the Ca2* level of the internal stores to plasma
membrane-located channels In the present work we do
not know how the filling state of the mtracellular Ca:*
stores could regulate the Cch stimulation of PLC which
initially takes place in the plasma membrane Besides the
possibili ty of the formation of a d i f f u s i b l e mediator the
mechanism could involve a s ignal l ing complex in w h i c h
the additional activation of mtracellular PLC isoíorm-*
sense the Ca2* level of the mtracel lulai stores This
would be consistent with the large difference observed
between the high PLC activation elicited bv Cch in intact
cerebellar granule cells and the low response found in
membrane preparations from the same cells where the
effect is similar to the modest PLC activation induced bv
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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 Ca2+ stores
may help to regulate the extent of Insl,4,5-P3 formation
as a function of the levels of stored Ca2"1" and might
constitute a mechanism of cross-talk between muscannic
stimulation and other Ca2 "'"-mobilizing stimuli

In conclusion, this study provides evidence of the
involvement of mtracellular Ca2+ stores in the modula-
tion of muscannic activation of PLC in cerebellar gran-
ule cells As, under the conditions used in this work,
these cells respond to muscannic stimulation with high
PLC activation but negligible [Ca2"1"], changes, they have
proved to be suitable to charactenze this modulation
further and to explore the mechanisms involved
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