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Introduccid

L'ATP és una molécula ben coneguda formada per adenina,
ribosa i tfres grups fosfat altfament energetics. L'ATP juga moltes
funcions en la homedstasi cellular: la seva hidrolisi permet
mantenir els gradients ionics respecte el medi extracel ular,
establir els gradients de pH en I'interior dels orgdanuls, alimentar
el moviment celdular regulant la interaccié entre I'actina i la
miosina o modificar la funcié d'algunes proteines a través de les
quinases.

A més a més d'aquestes funcions intracelulars, I'ATP és un
senyal de comunicacié intercel {ular que s'estableix a fravés de
I'activacié de receptors purinergics tipus P2X i P2Y. Tot i que s'ha
progressat molt en el camp de la investigacid dels receptors
purinergics, els mecanismes que regulen I'alliberacié d'ATP no
son tan coneguts. Degut a que I'ATP és una molecula molt
hidrofilica, es creu que no pot traspassar la membrana cel fular,
que és altament hidrofobica.

En redlitat, les céliules poden dalliberar ATP de manera
confrolada a fravés de dos mecanismes badsics: exocitosi de
granuls de secrecié i dlliberacié a fravés de transportadors
electrogenics. En aquesta tesi, s’han investigat dos d'aquests
mecanismes: dlliberacié a través de la proteina CD39 i
alliberacié a través d'hemicanals formats per connexines.

La segUent intfroduccid estd estructurada de manera que aporti
informacié sobre totfs els aspectes de I'estudi. El primer punt fa
referencia a I'ATP com a neurotransmissor, als receptors
purineérgics i a les molecules que metabolitzaen I'ATP, entre les
gue es troba la proteina CD39. El segon punt aporta informacid
sobre les unions gap, hemicanals i connexines. S'explica la seva

sinfesi, la degradacio, I'estructura i la expressid fant en el sistema
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nervids central com en el periféric, posant especial emfasi en la
connexina 32, objecte del nostre estudi. En tercer lloc,
relacionant els dos punts anteriors, es fa una revisid dels diferents
mecanismes d'alliberacid d'ATP, posant en antecedents els
mecanismes en els quals nosaltres estem interessats: I'alliberacio
d'ATP a través de CD39 i dlliberacié d'ATP a través de
connecines. Finalment, un pefit apartat sobre el model
experimental amb el qual treballem, els odcits de Xenopus
laevis, per coneixer els avantatges i les limitacions amb que ens

hem trobat.

1. L’ATP com a senyal de comunicacio cel-lular

1.1 L’ATP com a neurotransmissor

L'ATP (trifosfat d’adenosina) presenta funcions intracelulars
essencials en totes les célilules i representa el compost central
per emmagatzemar energia quimica, la qual és necessaria en
molts processos cellulars essencials. L'ATP és utilitzat per a la
biosintesi de macromolecules, fosforilacid de metabdlits o
proteines o bé, unint-se a determinats enzims, serveix com a
efector de la seva activitat. També estd implicat en la regulacié
de fendmens de transport actiu i freball mecdnic.

La molecula d'ATP estd formada per tres components: una

adenina, unaribosa i tres grups fosfat (Figura I-1).
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Figura I-1: Estructura molecular de I'ATP.

La idea d'un possible paper de I' ATP com a neurofransmissor en
el sistema nervids va sorgir a partir dels estudis de Pamela Holton
(1959) demostrant I'alliberacié d’ATP durant I'estimulaciéd dels
nervis sensorials. Perd no va ser fins al 1972, que Burnstock va
donar a I'ATP el paper de neurofransmissor principal en
neurones no-adrenergiques, no-colinergiques del muscul llis
formulant la seva hipotesi purinergica (Burnstock et al., 1970;
Burnstock, 1972).

A partir d'aquests estudis, s’"ha comprovat el seu paper com a
neurotransmissor en el sistema nervids central (Edwards, 1992;
Bardoni et al., 1997; Nieber et al., 1997; Pankratov et al., 1998), el
sistema nervids periferic (Burnstock, 1986) i el sistema nervids
autdonom (Burnstock et al., 1970; Evans et al., 1992; Silinsky et al.,
1992). Per altra banda, també s’ha descrit com a cotransmissor
tant en el sistema nervids central com en el periféric (Silinsky,
1975; Burnstock, 2004a) i també es considera mediador d'altres

tipus de senyalitzacid en epitelis (Schwiebert et al., 2003),
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plaguetes (Gachet, 2006; Di Virgilio, 2001) i diferents linies
celdulars (Raffaghello et al., 2006).

1.2 Receptors purinérgics

Els receptors purinergics es van definir per primera vegada al
1976 i, dos anys més tard, estudis farmacologics i fisiologics van
permetre classificar-los en dues categories principals: els
receptors P1 i els receptors P2 (Burnstock et al., 1978). Els
receptors P1 s'uneixen preferentment a I'adenosina i modulen
I'activitat de I'adenilat ciclasa, mentre que els receptors P2 son
més selectius per I' ATP i modulen I'activitat de la fosfolipasa C i
la concentracié intracel{ular de Ca*2. Es coneixen 4 tipus de
receptors P1 (A1, A2A, A2B y A3) i 15 de tipus P2 (Fredholm et al.,
1997). En aquesta tesis, centrarem el nostre interes en els
receptors P2, ja que sén els que tenen I'ATP com a agonista
principal.

Es coneixen dues families de receptors d'ATP: els receptors P2X,
que sén canals ionics, i els receptors P2Y, acoblats a proteina G
(Abbracchio i Burnstock, 1994; Fredholm et al., 1997).

1.2.1 Receptors P2X

S'han clonat set subunitats diferents de receptor P2X (P2Xi7). El
receptor funcional és un canal catidonic format per 3 o 4
subunitats homomeriques o heteromeriques (Barnard et al., 1997;
Ralevic et al., 1998; Khakh, 2001). L'estructura tercidria
d'aquestes  subunitats  estd  formada per dos dominis
fransmembrana amb un llarg domini extracel fular entremig i uns

dominis C-terminal i N-terminal citoplasmadtics més curts,
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excepte en el cas dels receptors P2X2 i P2X7 que tenen un

domini C-terminal meés llarg (Figura |-2).

:
0%

. -
-

Figura 1-2: Representacié
esquematica d'un
receptor P2X, amb els
dominis intracel {ulars N- i
C-terminals, dos dominis
fransmembrana (M1 i M2)

i una llarga nansa

10 residus conservats de

’. . -
1 e ;)5(‘ extracel ular que conté

cisteina amb capacitatf
de formar ponts disulfur.
(Extret de Dunn et al.,
2001).

L'activacié d'aquests canals provoca I'activacié de la celula

per despolaritzacié en produir-se un augment no selectiv de la

permeabilitat a Na*, K+ i Ca*? (Surprenant, 1996). En humans, els

receptors P2X es troben ampliament distribuits en tots els teixits

realitzant diverses funcions, especialment en neurones, muscul

llis i macrofags (Taula I-1).

Chromosome (Human) Agonist Potential Coassembly* Phenotype of Knockout Mice
P2X4 17p13.2 ATP 1,2,3,5,6 Reduced vas deferens contraction, male infertility
Reduced neurogenic vasoconstriction
Reduced autoregulation of renal blood flow
P2X, 12¢24.33 ATP 1,2,3,5 6 Reduced ventilatory response to hypoxia
P2X3 11912 ATP 1,2,8 5 Urinary bladder hyporeflexia
Reduced pain response to ATP and formalin
P2X, 12g24.31 ATP 4,56
P2Xs 17p13.3 ATP 1,2,3,4,5,6
P2Xs 22q11 ATP 1,2,4,5,6
P2X5 12¢24.31 ATP 7 Reduced ATP-mediated mycobacteria killing and

cytokine production in macrophages
Alterations of bone formation and resorption

*This column gives the subscript of P2X subunits with which each P2X subunit can form cligomers.

Taula I-1: Receptors P2X (Extret de Boeynaems et al., 2005).
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Les técniques d'hibridacié “in-situ” de mMRNA, deteccié de

proteines i estudis electrofisiologics funcionals ens donen la

localitzacid tissular de cadascun dels tipus de receptors, formats

presumiblement per subunitats homomeriques:

P2X: (Valera et al., 1994): implicat en la fransmissio
sindptica entre neurones i des de les neurones al muscul
lis. En el sistema nervids de rata, s’ha descrit en el cortex,
hipocamp, neurones de Purkinge, medulla espinal i
ganglis del sistema nerviés autonom (SNA) (Kidd et al.,
1995).

P2X2 (Lynch et al., 1999): es troba al pdncreas, relacionat
amb el sistema neuroendocri, a la glandula pituitaria, la
medulla espinal, I'amigdala i el cervell. En cervell de rata
té expressio molt amplia i és molt abundant a I'escorca,
hipocamp, cerebel, medul 1a espinal, sistemes sensorials i
SNA (Kanjhan et al., 1999).

P2Xs (Garcia-Guzmdan et al., 1997a): en humans es froba
exclusivament a la medul{a espinal i al cor. En canvi, en
rata, és el receptor maijoritari present en els terminals
nerviosos del sistema sensorial periféeric.

P2X4 (Garcia-Guzmdn et al., 1997b): t&€ un ampli patrd
d'expressio, ja que s’ha trobat en cervell, cor, medula
espinal, fetge, ronyd, muscul esquelétic i traquea. Estudis
en cervell de rata descriuven expressid6 de P2X4
principalment al bulb olfactori i la medul 1a espinal (Le et
al., 1998).

P2Xs (Le et al., 1997): s'expressa majoritariament en

cervell i sistema immune. En rata estd present en
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neurones sensorials i en motoneurones de la medul 1o
espinal (Collo et al., 1996).

= P2Xs (Urano et al., 1997): expressat especificament al
muscul llis. En rata es troba en el cervell i en SNA, perd a
baixos nivells d'expressid (Collo et al., 1996).

= P2X7 (Rassendren et al., 1997): molt expressat al pancreas,
fetge, cor i timus i, en nivells moderats, al cervell, mUscul
esqueléetic, pulmons, placenta, leucocits, testicles,
prostata i melsa. En rata, només s'ha trobat en cellules
ganglionars de retfina (Brandle et al., 1998) i en el gangli

espiral de la coclea (Brandle et al., 1999).

1.2.2 Receptors P2Y

Pertanyen a la familia de receptors acoblats a proteines G
(Barnard et al., 1994; North et al., 1997). L'estructura terciaria
d'aquestes subunitats estd  formada per set dominis
transmembrana amb el domini C-terminal extracellular i el

domini N-terminal citoplasmatic (Figura |-3).

Figura 1-3: Representacio
esquemdtica d'un receptor P2Y
(Extret de Di Virgilio et al., 2001).

C

Aixi com els receptors P2X sén receptors d'ATP, els receptors P2Y
tenen diferents afinitats per I'ATP, I'ADP, I'UTP i I'UDP (Von

Kugelguen et al., 2000). Estan implicats sobretot en agregacid
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plagquetadria, hematopoiesi i resposta secretora en I'epiteli de les

vies respiratories i I'intesti (Taula I-2).

Chromosome  Agonist

Receptor (Human) (Human) G-Protein Phenotype of Knockout Mice
P2Y, 3g24-25 ADP Gq Inhibition of platelet aggregation
Increased bleeding time
Resistance to thromboembolism
P2Y, 11g13.5 ATP =UTP Gq (+ G} Abolition of chloride secretory response to ATP/UTP in airways
P2Y, Xq13 uTpP Gq (+ G}l Abolition of chloride secretory response to ATP/UTP in
jejunum and colon
P2Yg 119135 UDP Gq In progress
P2Y1q 19p31 ATP Gq + Gg No murine P2Y4, gene
P2Y:2 3g21-25 ADP G; Inhibition of platelet aggregation
Increased bleeding time
Resistance to thromboembolism
P2Y.5 3g24-25 ADP G No phenotype yet
P2Y14 3024-25 UDP-glucose G

Taula I-2: Receptors P2Y (Exiret de Boeynaems et al., 2005).

Fins ara, s’han clonat 8 tipus de receptors (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Ye,
P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14):

P2Y1: es froba en la majoria de teixits humans (Moore et
al., 2001), pero es detecten alts nivells d'expressid en
cervell, placenta i prostata. Es relaciona amb els
mecanismes d’agregacio plaquetaria (Jin et al., 1998).
P2Y2: molt expressat al cor i al mUscul esquelétic, perd es
troba, en uns nivells d'expressid variables, en la majoria
de teixits humans (Moore et al., 2001). La seva funcid és
especialment rellevant en les cél {ules epitelials de les vies
respiratories on la seva activacidé estimula la secrecid de
clorur en resposta a ATP (Boeynaems et al., 2005).

P2Y4: es detecta en molts teixits, perd majoritariament en
la placenta, la glandula pituitaria i el cervell (Moore et al.,
2001).
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=  P2Ys: present sobretot en ronyd, melsa i placenta (Moore
et al., 2001).

= P2Yn: es troba a nivells d'expressid forca alts en tots els
teixits, en comparacidé als altres receptors P2Y, pero té
una expressid especialment més alta en cervell i gldndula
pituitaria, aixi com també a la melsa i I'intesti (Moore et
al., 2001).

= P2Yi2: es froba en plaguetes i en sistema nervids
(Hollopeter et al., 2001).

» P2Yis: caracteritzat recentment (Communi et al., 2001), es
froba al cervell, la melsa i la placenta.

=  P2Y14 dmpliament distribuit en teixits humans, tot i que els
nivells més alts d'expressid s'observen a la placenta, teixit
adipds, intesti i estdbmac, amb nivells moderats en regions

del cervell, melsa, pulmons i cor (Chambers et al., 2000).

1.3 Metabolisme extracel-lular de ’ATP

Les vies de senyalitzacié interceldular sovint requereixen
mecanismes d’eliminacié o inactivacié de la molécula
senyalitzadora. En el cas de I'ATP, el mecanisme d'inactivacid
és la hidrolisi per enzims especifics, que ddna lloc a adenosina i
fosfat lliure. Es coneixen diferents families d'enzims que
intervenen en I'eliminacié de I'ATP extracel lular: la familia de les
E-NTPDases (ectonucleosid trifosfat difosfohidrolasa), la familia
de les E-NPP (ectonucleotid pirofosfatasa/fosfodiesterasa), les
fosfatases alcalines i I'ecto-5'-nucleotidasa. Totes tenen una

amplia distribucid en tots els teixits.
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1.3.1 Les E-NTPDases

Hidrolitzen nucledtids frifosfat i difosfat fins a nucleodtids
monofosfat amb diferent afinitat per a cada nucleodtid segons el
tipus d'enzim. Tots els membres d'aquesta familia comparteixen
cinc dominis apirasa altament conservats (Handa i Guidotti,
1996; Schulte am Esch et al., 1999) i requereixen cations divalents
(Ca*2 i/o Mg*?) com a cofactors. S'anomenen de la NTPDasal
fins a la 8 (Figura I-4), segons la localitzacid celdular del seu
domini catalitic i la seva afinitat per I'ATP o I'ADP (Zimmermann,
2000).

NTPDase1 NTPDase2 NTPDase3 (Ecto- NTPDase4 NTPDase5 NTPDase6
(Ecto-ATPDase, (Ecto-ATPase, ATPDase, (UDPase) (CD38L4) O0H  (CD39L2)
CcD39) cD38L1) €D39L3) —

COOH

Apyrase
conserved:”
regions

out

Plasma Plasma

Membr:

NH,
COOH NH;

Ny

COOH COOH NH;

Figura I-4: Estructura dels membres de la familia de les E-NTPDases (Exiret de
Zimmermann, 2000). No apareixen la NTPDasa7 (Shi et al., 2001) nila NTPDasa

8 (Bigonnesse et al., 2004) degut a que van ser clonades més tard.

1.3.2 Les E-NPP

Presenten un sol domini tfransmembrana amb un extrem C-
terminal extracel{ular que pot alliberar-se en forma soluble
(Figura 1-5). La seva activitat cataliica és depenent d'ions
divalents. Poden hidrolitzar cAMP a AMP, ATP a AMP i PPi, ADP a
AMP i Pii NAD+ a AMP. Tant els nucleodtids de purines com els de

pirimidines poden servir de substrat.
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EF Hand

COOH

Active

site Thr Soluble form

Potential cleavage
Somatomedin B-—" } & sjte

like

~ Plasma ;
Membrane .

NH,

Figura I-4: Estructura dels membres de la familia de les E-NPP

1.3.3 Les fosfatases alcalines

Hidrolitzen nucleotids trifosfat, difosfat i monofosfat i també
pirofosfats  inorgdnics  (PPi). Sén  proteines  totalment
extracel{ulars que s'ancoren a la membrana a través d'un

glicosilfosfatidil inositol (GPI) per I'extrem N-terminal (Figura I-5).

1.3.4 Ecto-5'-nucleotidasa

Es el responsable del pas final en la degradacié extracel {ular de
nucledtids, hidrolitza especificament nucleotids monofosfats
donant lloc al nucledsid corresponent i fosfat inorganic (Pi). Es el
principal enzim responsable de la formacidé d'adenosina
extracel{ular a partir dels nucledtids d’adenina alliberats (AMP
— Adenosina). Es un metal {oenzim associat a Zn2+, és totalment
extracelularis'uneix a la membrana per una ancoratge de GPI
en I'exrem C-terminal. També existeix en forma soluble, en

trencar-se aquesta unié (Figura 1-6).
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Ecto-5"-Nucleotidase NH,
NH, NH,
GPl-anchor -~
e ‘/GPI-anchm
Plasma i Plasma l I e
- Membrane Membrane. ==
Figura 1-5: Estructura de la Figura I-6: Estructura de I'ecto-
fosfatasa alcalina 5’-nucleotidasa

2. Connexines

2.1 Unions gap i hemicanals

Les unions gap son canals intercellulars que permeten
I'intercanvi directe d’ions, metabdlits i altres petites molecules (<
1 kDa) i la comunicacié electrica entre els citoplasmes de
célfules veines. Estan formades per dues subunitats
multimeriques anomenades hemicanals o connexons, situades
una en cada una de les membranes de les dues celiules
adjacents. Cada hemicanal esta format per sis proteines
anomenades connexines (Figura I-7), que es descriuen utilitzant
una “Cx" seguida del pes molecular aproximat de la proteina.
Els connexons homomerics estan formats per sis connexines
identiques i els connexons heteromérics estan formats per
connexines diferents. Els connexons homomerics i heteromerics
poden formar unions gap homotipiques (dos connexons identics)
o heterotipiques (dos connexons homomerics o heteromeérics

diferents) (Kumar i Gilula, 1996). Les propietats eléctriques i la
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permeabilitat de les unions gap depenen de la composicid de

les seves subunitats (Benneftt i Zukin, 2004).

Gap junction

Membrane 1

'Gap'

Membrane 2

Connexin Connexon Intercellular

channel Auial
channel

Figura I-7: Connexines, connexons i unions gap. L'esquema mostra la relacid
enfre un mondmer de connexina, I'ensamblatge hexameéric de connexines
per formar un connexd i la unié de dos connexons per formar un canal

intercel Jular o unid gap (Extret de Goodenough i Paul, 2003).

Durant molt temps es va creure que els hemicanals es
mantenien tancats fins que s'acoblaven amb un daltre
hemicanal d'una cellula adjacent per formar una unié gap,
pero, en I'Ultima déecada, un gran nombre de dades han
documentat I'existéencia d'hemicanals que, a més a més de
servir com a precursors en la formacié d'unions gap, poden
funcionar com a canals ionics transmembrana regulables
(revisat per Ebihara, 2003; Goodenough i Paul, 2003; Saez et al.,
2003b; Saez et al., 2005). Al 1991, Paul et al., van descriure per
primer cop I'obertura d’hemicanals en oocits de Xenopus que
expressaven la Cx46. Poc després, al 1992, De Vries i Schwartz
van publicar un estudi sobre els hemicanals de les cellules
horitzontals de la retina dels silurs. Com a conseqUéncia
d'aquests primers treballs, actualment s’han caracteritzat un
gran nombre de corrents ionics d'hemicanals de diferents

connexines expressades en oocits de Xenopus o en linies
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cellulars de mamifers (Barrio et al., 1991; Ebihara et al., 1993;
Gupta et al., 1994; Ebihara et al., 1995; Ebihara, 1996; Li ef al.,
1996; Trexler et al., 1996; Kondo et al., 2000; Quist et al., 2000;
Plotkin et al., 2002; Stout et al., 2002; Valiunas, 2002).

Els hemicanals sén canals ionics de membrana d'alta
conductdncia. Per exemple, la conductdncia unitaria per la
Cx32 és de 90 pS (Gomez-Herndndez et al., 2003) i per la Cx43
de 220 pS (Contreras et al., 2003). Quan s'obren poden actuar
com a conductes per al pas de diverses molécules com I'ATP,
NAD*, glutamat, prostaglandines o poliamines (Bruzzone et al.,
2001; Bennett et al., 2003, Ebihara et al., 2003; Enkvetchakul et al.,
2003; Goodenough i Paul, 2003; Ye et al., 2003; Cherian et al.,
2005).

2.1.1 Obertura dels hemicanals

Tot i que I'obertura dels hemicanals en condicions de repds és
poc freqUent, s"han descrit hemicanals funcionals en molts tipus
celulars diferents regulats per diferents factors:

e Els hemicanals estan tancats a concentracions milimolars
normals de calci extracel lular, perd s'obren quan el calci
disminueix (Thimm et al., 2005). Concentracions baixes de
calci extraceldular estimulen I'obertura d’hemicanals
formats per la Cx38 enddgena en els oocits de Xenopus
(Ebihara, 1996; Enkvetchakul et al., 2003) i per la Cx43 en
miocits (John et al., 1999; Kondo et al., 2000), en astrocits
(Hofer i Dermietzel, 1998; Stout et al., 2002) i en osteoblasts

(Romanello i D’Andreaq, 2001).
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e L'estimulacid mecanica indueix I'obertura d’hemicanals
formats per la Cx43 en cultius d’astrocits (Stout et al., 2002)
i perla Cx46 (Bao et al., 2004).

e La droga antimaldrica quinina potencia I'activacié dels
hemicanals en neurones de la retina (Malchow et al.,
1994) i dels hemicanals enddgens dels oocits de Xenopus
(Ripps et al., 2002).

e La despolaritzacid de la membrana produeix I'obertura
de diversos hemicanals com els formats per la Cx32 i per
la Cx26 expressades de manera heterologa en oocits de
Xenopus (Barrio et al., 1991), per la Cx46 (Trexler et al.,
1996) o per la Cx45 transfectada en cel{ules de mamifer
(Valiunas, 2002).

e La inhibici® metabdlica augmenta la permeabilitat dels
astrocits per les molécules que poden passar a través de
les unions gap degut a que produeix una obertura dels
hemicanals formats per la Cx43 en aquestes cellules
(Contreras et al., 2002).

e Una invasid per Shigella en céldules epitelials produeix
I'obertura d'hemicanals formats per la Cx26 provocant
I'alliberacié d'ATP a través d’ells (Tran Van Nhieu et al.,
2003).

e La presencia de determinats cations monovalents
extracel{ulars potencia els corrents dels hemicanals en

oocits que expressen la Cx50 (Srinivas et al., 2006).
2.1.2 Tancament dels hemicanals

El tancament dels hemicanals s’ha observat després de

I'aplicacié de cations trivalents com el lantd, o el gadolini, o del
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fractament amb bloquejants de les unions gap com |'octanal,
I'neptanol, la carbenoxolona, I'oleamida, I'halota i I'dcid
glicirretinic.  L'acidificacié intracellular també tanca els
hemicanals formats per diverses connexines, com la Cx38 (Ripps
et al., 2002), la Cx46 (Trexler et al., 1996) o la Cx50 (Zampighi et
al., 1999). Per alira banda, alguns bloquejants de canals de
clorur, com I'acid flufenamic o I'acid niflumic també poden
inhibir els hemicanals enddgens dels oocits de Xenopus, formats
per la Cx38, i els hemicanals formats per la Cx50 i la Cx46
expressades en oocits de Xenopus (Eskandari et al., 2002).
Finalment, 4gap 26 i 4gap 27, peptids mimetics per la nansa
extracel{ular de la Cx43, poden bloguejar aquesta connexina
transfectada en celiules Hela (Braet et al., 2003a) i 32gap 24 i
32gap 27 bloquegen especificament els hemicanals formats per
la Cx32 (De Vuyst et al., 2006).

2.2 Aspectes generals i estructura de les connexines

Fins ara, s'han descrit 20 connexines de ratoli i 21 humanes
(Willecke et al., 2002; Soéhl i Willecke, 2003), amb un pes
molecular que va des de 26 a 62 KDa. S'han identificat en tofts
els organs i teixits de vertebrats i, en la majoria, s'ha trobat
expressio de més d'un tipus de connexina (revisat per Laird,
2006).

En invertebrats, les proteines que formen els canals intercel {ulars
es van anomenar innexines (Phelan et al., 1998). Aquestes no
tenen homologia de seqUencia amb les connexines, tot i que si
qgue presenten una estructura molt similar i les mateixes funcions.
Recentment, homolegs de les innexines s'han descrit en

diferents grups, inclosos els vertebrats, i s’"han reclassificat en una
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familia de proteines més gran anomenades pannexines
(Panchin et al., 2000; Panchin, 2005).
L'estructura de les connexines presenta quatre dominis
fransmembrana, dues nanses extracelulars i una infracellular,
amb els extrems amino i c-terminal situats a la part intracel lular
(Figura 1-8). Les dues nanses extracel{ulars es froben altament
conservades i uneixen el primer domini tfransmembrana amb el
segon i el tercer amb el quart. També s'uneixen entre si
mitjancant ponts disulfur. La presencia dels residus de cisteina
conservats en cada una de les nanses és molt important per
I'ancoratge de la proteina. La nansa intraceldular és molt
variable tant en seqUéncia com en mida i connecta el segon
domini transmembrana amb el tercer. L'extrem amino terminal
citoplasmatic és curt, d'uns 20 aminodcids, i [I'extrem
citoplasmatic carboxi fterminal és de mida variable (18
aminodcids en la Cx26, 156 aminodcids en la Cx43 i 275
aminoadcids en la Cx57), i la seva llargada determina la mida
total de la proteina.
S——S
S——S
| 55 |

|
COC

(@
Extracellular O O
loop At A iy
OO0 OO0
Connexin Membrane
OOOOO) ...... |
:.l ytoplasm

Cytoplasmic loop COO-

Figura 1-8: Esquema de l'estructura d’'una connexina. Podem observar els

quatre dominis transmemlbrana que presenta, dues nanses extracel {ulars i els

33




Introduccid

extrems amino terminal i carboxi terminal situats a la part intracel {ular de la
proteina (Extret de Séhl et al., 2005).

2.4 Formacio i degradacio de les connexines

Les connexines tfenen un cicle de vida de poques hores. L'RNA
missatger que codifica per la connexina va des del nucli fins al
reticle endoplasmatic, on es tradueix i es forma el connexd. A
partir d'aqui, s'han descrit dues vies diferents per a la insercio
del connexd en la membrana plasmatica (Martin et al., 2001):
una via secretora, sensible a Brefeldina A, una droga que trenca
el compartiment de Golgi, i una via alternativa, sensible al
nodocazol, una droga que trenca els microtUbuls. La majoria de
les connexines segueixen la via secretora o exocitica, per la
qual van al compatiment de Golgi i son transportades en
vesicules fins a la membrana plasmatica. La connexina 26, pero,
segueix la via alternativa i va des del reticle endoplasmatic
directament a la membrana de la cellula sense passar pel
compartiment de Golgi (Ahmad et al., 2002). Un cop es froben
a la membrana plasmatica, els hemicanals poden estar lliures o
bé ajuntar-se amb un hemicanal d'una céliula adjacent, en
una zona de contacte entre dues céllules, per formar una unidé

gap (revisat per Laird, 2006).
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ATP

Fig 1-9: Diferents vies de formacidé i transport dels hemicanals fins a la
membrana plasmatica. (A) En la via secretora cldssica, les connexines son
fraduides en el reticle endoplasmdtic i inserides a la membrana després del
seu pas a traves del compartiment de Golgi. (B) En la via alternativa, utilitzada
majoritariament per la Cx26, el compartiment de Golgi no esta implicat i el pas
a la membrana plasmdatica es fa directament des del reticle endoplasmatic
(Extret de Evans i Martin, 2002).

La degradacié de les connexines es produeix en els lisosomes i
en els proteosomes i és depenent d'ubiquitina (revisat per
Berthoud et al., 2004). Les unions gap s'interioritzen formant una
estructura anular anomenada connexosoma que, mitjancant la
seva interaccid amb filaments d'actina, és portada fins als
lisosomes. Per altra banda, les connexines mal plegades o els

hemicanals ubiquitinitzats sén degradats en els proteosomes.
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2.5 Expressio de Connexines en el Sistema Nerviés

Central

Fins ara, s’han identificat al menys sis connexines (Cx26, Cx29,
Cx30, Cx32, Cx36, Cx43) formant unions gap en el sistema
nervids central (Taula I-3). Cinc connexines més (Cx31, Cx37,
Cx45, Cx47, Cx57) s’han identificat en feixit neural (Nagy et al.,
2004). Les wunions gap entre neurones estan formades
bdsicament per Cx36. Tot i aixd, depenent del tipus de neurona,
també poden estar formades per Cx45 i Cx57 (Sohl et al., 2005).
Per altira banda, les cellules de la glia (astrocits i
oligodendrocits), expressen Cx43, Cx30 i Cx26 i Cx32, Cx29 i Cx47,
respectivament (Nagy et al., 2004 i Theis et al., 2005).

Cell Type Connexin Citation
Neurons
Neocortex Cx36 Belluardo et al., 2000; Rash et al., 2000, 2001
Neocortex, P1-P14, adult CA3, cerebellum Cx45 Condorelli et al., 2003; Maxeiner et al., 2003
Inferior olive Cx36 Belluardo et al., 2000
Mitral cells, olfactory bulb Cx36 Belluardo et al., 2000
Cx43, Cx45 Miragall et al., 1996; Zhang et al., 2000;
Zhang and Restrepo, 2002
Motoneurons Cx36, Cx43, Cx47 Chang et al., 1999, 2000
Locus coeruleus Cx43 Alvarez-Maubecin et al., 2000
Retina
Rods, cones, All amacrine cells Cx36 Deans et al., 2002
Horizontal cells Cx57 Massey et al., 2003
Astrocytes Cx43, Cx26, Cx30 Nagy et al., 2003a, 2003b
Oligodendrocytes Cx32 Nagy et al., 2003a, 2003b
Cx29 (probably does not Altevogt et al., 2002; Nagy et al., 2003a, 2003b
mediate coupling)
Cx47 Menichella et al., 2003; Odermatt et al., 2003
Microglia Cx43 Eugenin et al., 2001
Cx36 Parenti et al., 2002

Taula 1-3: Connexines expressades en les cél {ules del sistema nerviés central

de mamifer (exiret de Bennett i Zukin, 2004).

2.5.1 Expressio de connexines en astrocits

Una bona part del les cellules glials en el SNC sén astrocits.
Tenen funcions molt importants en el desenvolupament del
sistema  nervids, en la regulacid de les concenfracions

extracel{ulars d'ions, metabolits o neurotransmissors i de suport a
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la funcid sinaptica i neuronal. Mitjancant els seus peus terminals
son capacos d'unir-se per una banda I'endoteli dels capil 1ars
sanguinis i per altra banda a les neurones i actuar de célula
d'unié entre ells, fent de barrera i regulant el pas de nutrients i

altres substancies cap a les neurones (Figura I-10).

Figura 1-10: Imatge d'un

Capilar astrocit. Es mostren els peus

Pie terminal terminals que el connecten
fant amb els capillars
sanguinis com amb les
neurones. A més a mes, la

gran quantitat de

Astrocito
fibroso

Pie terminal ramificacions li serveixen per

contactar amb  astrocits
propers i formar una xarxa
de comunicacid important

Neurona per a la regulacié de la

homeostasi neuronal. (Extret
de Kandel et al., 2000).

A més a més, els astrocits estan interconnectats els uns amb els
altres mitjancant unions gap. La Cx43 és la connexina
maijoritdria en els astrocits, perd també s'ha descrit expressid de
la Cx26 o la Cx30 (Nagy et al., 2004; Theis et al., 2005). Les fres
connexines també estan presents en les unions gap que es

formen entre els astrocits i els oligodendrocits.
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2.5.2 Expressié de connexines en oligodendrocits

Els oligodendrocits formen les beines de mielina que envolten els
axons en el sistema nervids central, augmentant la velocitat de
propagacié del potencial d’accid al llarg de I'axd (Figura I-11).
La connexina 32 va ser la primera connexina descrita en els
oligodendrocits. Es localitza al llarg de la fibra de mielina
(Dermietzel et al., 1989), mentre que la Cx29 (homodloga a la
Cx31.3 humana), també expressada en els oligodendrocits, s’ha
detectat en les regions internodals i juxtaparanodals de la beina
de mielina (Altevogt et al., 2002). Finalment, la Cx47 es tfroba
present en la part oligodendrocitica de les unions gap que es
formen entre els oligodendrocits i els astrocits (Odermatt et al.,
2003; Menichella et al., 2003).

Myelinated axons

Ly

-

Node of

Ranvier
Soma of

oligodendrocyte

. & Microtubule
Mitochondrion : /

in axoplasm
LY

Mode of Ranvier

Figura I-11: Imatge d'un oligodendrocit formant les
beines de mielina en diferents axons. Extret de

http://homepage.psy.utexas.edu/homepage/class/Psy332/
Salinas/Cells/oligo.gif
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2.6 Expressio de Connexines en el Sistema Nerviés

Periféric: la connexina 32.

2.6.1 Descripcié general de la connexina 32

La connexina 32 va ser la primera connexina en ser clonada i es
va anomenar d'acord amb el pes molecular esperat de la
proteina, 32 KDa. El seu mRNA té aproximadament 1500 pb i
estd molt conservada, ja que la seqUéencia de la proteina
humana és identica en un 98% a la de rata i ratoli (Kumar i Gilula,
1986; Paul, 1986). A part de formar connexons homomerics,
també pot formar hemicanals heteromeérics amb la Cx26 i
unions gap heterotipiques amb la Cx26 i la Cx30 (Harris, 2001).
Tot i que la Cx32 abunda majoritarioment al fetge, també
s'expressa en alires teixits com el ronyd, I'intesti, els pulmons, la
melsa, I'estbmac, el pancreas, I'Uter, els testicles, el cervell i els
nervis periferics.

Mitjancant tecniques electrofisologiques s'ha vist que la Cx32 és
capac de formar hemicanals funcionals que s'activen per
despolaritzacié de la membrana (Castro et al., 1998). Aquests
hemicanals tenen una conductancia d'aproximadament 90 pS,
amb la presencia de subestats de 18 pS, i son regulats depenent
de la concentracié externa de calci (Gémez-Herndndez et al.,
2003). Recentment, també s'ha descrit que I'augment de calci
intfracel lular produeix I'obertura d’hemicanals formats per Cx32,
que és inhibida amb bloquejants de les unions gap i amb els
peptids especifics per la Cx32 32gap?27 (s'uneix als residus 110-
122 de la segona nansa extracelfular de la Cx32) i 32gap?24
(s'uneix a una part de la seqUencia de la nansa intracel lular de
la Cx32) (De Vuyst et al., 2006).
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2.6.2 Expressioé de connexines en cél {ules de Schwann

La connexina 32 és la connexina principal de la mielina dels
nervis periférics (Bergoffen et al., 1993). Es molt abundant en les
regions paranodals i en les incisures d’Schmidt Lanterman de les
cellules de Schwann (Scherer et al., 1995), que produeixen la
mielina en el sistema nervids perferic (Figura I-12a). Curiosament,
la Cx32 no forma unions gap amb les céldules adjacents, sind
que es concentra en aquestes estructures, que sén regions de
mielina no compacta on el citoplasma queda retingut en cada
una de les capes de mielina (Figura I-12b). Aquestes unions gap.
gue s'’han anomenat reflexives, serveixen d'unidé entre les
successives capes de citoplasma creant una via de
comunicacid directa entre les capes de mielina més internes i

les més externes (Balice-Gordon et al., 1998).

Schwann cell . fo
nucleus . =
= Schwann cedl

nucleus

Incisure of ==t W
Schmidt \ . Compact
Lanterman | \ | myelin

Cytoplasmic

3 £ T r o oy coliar
Axon | N = -

Figura 1-12: Expressi6 de la Cx32 en les céliules de Schwann del sistema
nervids periféric. (o) Céllula de Schwann formant la mielina que envolta I'axd,
on podem observar les zones de mielina no-compacta, les incisures d’'Schmidt
Lanterman i les regions paranodals. (b) Detall de la celiula de Schwann on es
mostren les unions gap que forma la Cx32 unint les diferents capes de
citoplasma que queden entre les capes de mielina. (Extret de Goodenough i
Paul, 2003).
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Recentment, s'ha descrit també expressié de Cx29 en cervell i
en les céeldules de Schwann dels nervis periferics, perd no en
altres teixits, indicant que podria tractar-se d'una connexina
especifica del teixit neural (S6hl et al., 2001; Altevogt et al., 2002).
La Cx29 es troba en les regions juxtaparanodals i colocalitza
amb la Cx32 en les incisures d’'Schmidt Lanterman (Huang et al.,
2005).

2.6.3 Malaltia de Charcot-Marie-Tooth lligada al cromosoma X
(CMTX)

La malaltia de Charcot-Marie-Tooth (CMT), també coneguda
com a neuropatia hereditaria sensorial i motora (HMSN), és un
grup heterogeni de neuropaties periferiques hereditaries que
cursen d'una manera cronica i progressiva. La CMT va ser
descrita per primera vegada al 1886 per Charcot i Marie (1886) i,
independentment, per Tooth (18864), i una familia amb la
malaltia ligada al cromosoma X va ser descrita per Herringham
(1889) poc després. La malaltia de CMT causa una feblesa
progressiva i una atrofia dels muUsculs distals, aixi com péerdua
sensorial i perdua de reflexes. En base a les caracteristiques
cliniques, I'histopatologia i les velocitats de conduccid nerviosa,
menors 0 majors de 38 m/s, la CMT es va dividir en dos tipus
(Dyck i Lambert, 1968a,b): CMT1 (desmielinitzant) i CMT2 (axonal)
respectivament. La CMT1 és més comu i apareix en la primera o
segona decada de vida. Biopsies del nervi d'aquests pacients
mostren desmielinitzacié i perdua axonal. La CMT2 apareix més
tard i s'associa amb pérdua axonal. Aquests criteris de

classificacid van anar variant a mida que avancaven els estudis
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genétics sobre la malaltia i, actualment, la CMT es divideix tres
grans grups (Suter i Scherer, 2003):

e Neuropaties desmielinitzants dominants, autosomiques o
ligades al cromosoma X: CMT1 (CMTI1A, CMTI1B, CMTIC,
CMTID i CMTX).

e Neuropaties axonals: CMT2 (CMT2A, CMT2B, CMT2D,
CMT2E i CMT2-P0).

e Neuropaties desmielinitzants autosdomiques recessives:
CMT4 (CMT4A, CMT4B1, CMT4B2, CMT4D, CMT4F i CMT4).

Algun autor (Suter i Scherer, 2003) també inclou en aquesta
classificacid les neuropaties desmielinitzants severes com el
sindrome de Dejerine-Sottas (DSS) o la neuropatia
hipomielinitzant congenita (CHN), formant part de el tipus Il de
CMT (CMT3).

Estudis de ligament van permeftre subdividir la CMT1 en quatre
formes genétiques:

e CMTIA: lligada al cromosoma 17 i produida
majoritariaoment  per duplicacions de la proteina
periferica de la mielina (PMP22) (Yoshikawa et al., 1994).
Apareix entre la primera i la segona decada de vida i es
caracteritza per presentar debilitat, atrofia muscular i
perdua sensorial, comencant en els peus i progressant
per totes les extremitats.

e CMTIB: ligada al cromosoma 1 i produida per mutacions
en la proteina zero de la mielina (MPZ o PO). El seu curs
clinic és molt similar al de la CMT1A, perd apareix en
edats més joves i es manifesta d'una manera més severa.

e CMIC: ligada al cromosoma 16 i produida per mutacions

en el gen LITAF (lipopolysaccharide-induced tumour-
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necrosis factor (TNF)-a, també anomenat SIMPLE). El
fenotip que provoca és similar al de CMT1A. Les velocitats
de conduccid nerviosa disminueixen fins a 20 m/s.

e CMTIX: lligada al cromosoma X i produida per mutacions
en la connexina 32 (Cx32) (Figura 1-13). Es similar a la
CMTIA, pero I'atrofia distal és més pronunciada. En totes

les edats, els homes es veuen més afectats que les dones.

Lamin A/C
MTMR2/MTMR13: EGRZ: transcription factor
membrane traflicking? NDRG1: ER stress response?
LITAF: protein degradation? GDAPT: detoxification pathways?
Schwann cell Zi =T Microvill Basal lamina
e — e = Lo — — 9 v — ——— — =l -
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Figura 1-13: Esquema de l'organitzacié molecular dels axons mielinitzats,
destacant les proteines implicades en la malaltia de Charcot-Marie-Tooth
(CMT). (Exiret de Suteri Scherer, 2003).

La CMT afecta un de cada 3000 individus, un 10-20 % dels quals
tenen la CMTX, fent que sigui la forma de la malaltia més comu
després de la CMTIA (lonasescu et al., 1993). En homes, els
simptomes comencen cap a I'adolescéncia i es van agreujant

cap a la tercera decada de vida. Les dones portadores
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normalment estan menys afectades que els homes en la
mateixa edat i algunes poden ser clinicament asimptomatiques,
tot i que tenen la velocitat de conduccié nerviosa disminuida.
Les biopsies de nervis de pacients amb CMTX mostren tant
perdua axonal com desmielinitzacid (beines de mielina molt
primes, formacié de bulbs indicant la degeneracié de la mielina
i collars periaxonals més grans) i les velocitats de conduccid
nerviosa estan lleugerament disminuides (entre 25 i 40 m/s en
homes i entre 25 i 50 m/s en dones heterozigotes), essent 50 m/s
una velocitat considerada normal (Nicholson i Nash, 1993).

Des que es van descriure les primeres mutacions de la Cx32
(Bergoffen et al., 1993), s’han identificat més de 240 mutacions
diferents en la Cx32 associades a la CMTX (Nelis et al., 1999),

presents en tots els dominis de la proteina (Figura I-14).
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La majoria d'aquestes mutacions causen perdua de funcid.
Molts mutants no formen canals funcionals quan s’expressen en
oocits de Xenopus o en cellules de mamifer i altres formen
canals funcionals perd amb les caracteristiques biofisiques
alterades (Abrams et al., 2000). A més a més, alguns mutants
relacionats amb la malaltia causen desmielinitzacid tot i que
poden formar canals completament funcionals (Castro et al.,
1999).

Es coneix poc sobre els efectes de les mutacions de la Cx32 en
el sistema nervids central de pacients amb CMTX (Paulson et al.,
2002; Takashima et al., 2003), perd es creu que les
conseqgUeéencies fisioldgiques de les mutacions en la Cx32 podrien
ser compensades més facilment en els oligodendrocits del SNC

gue en les céllules de Schwann del SNP.

2.6.4 Ratolins Knock-out per la connexina 32

Tot i que els primers experiments, fets amb ratolins joves,
suggerien que els ratolins knock-out per la Cx32 no presentaven
cap tipus de neuropatia (Nelles et al, 1996), experiments
posteriors confirmen que aquests ratolins desenvolupen una
neuropatia periféerica progressiva, que comenca als fres mesos
d'edat i que afecta d'una manera més severa les fibres motores
que les sensorials (Anzini et al., 1997; Scherer et al., 1998). Igual
gue els humans que tenen la malaltia, els ratolins knock-out
també presenten desmielinitzacié (beines de mielina molt primes,
formacié de bulbs indicant la degeneracié de la mielina i collars
periaxonals més grans), en canvi, les velocitats de conduccid
nerviosa només estan reduides lleugerament (Scherer et al.,

1998). A part dels canvis esperats en el sistema nervids periferic,
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també s'ha observat un fenotip anormal en el fetge dels ratolins,
un organ on la Cx32 és molt abundant, on s'ha descrit una
dlliberacié reduida de glucosa hepdtica després d'una
estimulacid simpatica (StUmpel et al., 1998). A més a més,
aguests animals tenen una probabilitat més alta de patir
formacié de tumors hepdtics espontanis (Temme et al., 1997).
També presenten una secreci® més gran d'amilasa en el
pdancreas exocri (Chanson et al., 1998). Per contra, en humans
amb mutacions de Cx32, no s'ha descrit cap tipus d’'anomalia
en la funcié hepdtica ni augment en la incidéncia de cancers

(revisat per White i Paul, 1999).

2.7 Expressio de connexines en oocits de Xenopus

laevis

Fins ara, s'han identificat quatre connexines en Xenopus: Cx43
(Gimlich et al., 1988), Cx30 (Gimlich et al., 1990), Cx41 (Yoshizaki
et al., 1995) i Cx38 (Ebihara et al., 1989). De les quatre, només la
Cx38 és una connexina materna i es tfroba present en els oocits.
L'RNA de la Cx38 té aproximadament 1600 pb, s'expressa en
oocits i la seva expressid es manté en els embrions primerencs
fins a la neurulacié (Ebihara et al., 1989; Gimlich et al., 1990).
Recentment, s'han caracteritzat altres connexines maternes
(Cx31 i Cx43.4), que estarien inactives en els oodcits i
augmentarien la seva activitat en els embrions primerencs

(Landesman et al. 2003).

3. Mecanismes implicats en I’alliberacio d’ATP

L'estudi de I'alliberacioé d'ATP ha guanyat molt interes en I'Ultima

decada i és ben conegut que les céellules excitables alliberen
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ATP que actua com a missatger o neurotransmissor en diferents
celiules o teixits. Posteriorment, pero, també s’ha posat de
manifest el fet que les celdules no excitables també alliberen
ATP en resposta a una dmplia varietat d’estimuls: estimuls
mecanics (Stout et al., 2002), estres (Cherian et al.,, 2005),
hipotonicitat (Mitchell et al., 1998; Boudreault i Grygorczyk, 2004),
distensié (Knight et al., 2002), elevacioé intracelfular de I'inositol
trifosfat (InsPs) (Braet et al., 2003b) o exposicid a concentfracions
baixes de calci extraceldular (Arcuino et al., 2002). Els
mecanismes d’alliberacié d'ATP involucrats sén igualment
diversos (revisat per Lazarowsky et al, 2003) i inclouen:
alliberacié vesicular, CD39, hemicanals de connexines, CFIR,

glicoproteina P o canals anionics.

3.1 Exocitosi

En les neurones del sistema nervidés central i periféric, I'ATP
colocalitza i és cosecretat amb els neurotransmissors
convencionals com les catecolamines o I'acetilcolina. A part de
les neurones, les cellules cromafins, les plaquetes i céllules
secretores, inclosos els mastocis i els acinis pancredtics,
controlen I'alliberacié d'ATP, neurotransmissors i altres missatgers
extracel{ulars, empaquetant-los en granuls especialitzats que
s'anomenen vesicules sinaptiques, granuls cromafins o granuls
densos (Evans et al., 1992; Holmsen, 1994; Burnstock, 1997;
Sorensen i Novak, 2001). En els granuls cromafins de la medul 1a
adrenal la concentracié d'ATP arriba fins 100 mM en
comparacié amb la concentracié de 3-5 mM en el citoplasma.
Altres treballs també han descrit alliberacié vesicular d’ATP en

oocits de Xenopus en resposta a estimuls mecdnics (Maroto i
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Hamill, 2001), en astrocits en condicions de concentracions
fisiologiques de calci (Coco et al., 2003) i en celdules endotelials

en resposta a estrés osmotic (Bodin i Burnstock, 2001a).

3.2CD39

En resultats anteriors del nostre laboratori (Bodas et al., 2000) es
va observar, en oocits de Xenopus, que durant I'aplicacié de
polsos hiperpolaritzants en els oocits, la permeabilitat per I'ATP
era 4000 vegades més alta que la del clorur. El corrent que es
produia durant la hiperpolaritzacidé era sensible a gadolini,
suggerint que canals activats per estirament de la membrana
podrien estar-hi implicats. A més a més, l'expressid de la
proteina CD39 en els oocits augmentava el corrent generat per
I'alliberacié d'ATP, suggerint que la mateixa proteina podria
estar involucrada tant en I'alliberacié d’ATP com en la seva

degradacié (Abraham et al., 2001).

3.3 Connexines

L'alliberacié d'ATP regulada per unions gap es va suggerir per
primera vegada en linies cel{ulars (Cotrina et al., 1998) on es va
veure que si s'augmentava I'expressi6 de connexines en
céllules Cé i Hela, deficients en unions gap, es potenciava
I'alliberacié d'ATP i que la senyalitzacié intercel dular de calci en
aquestes cellules era sensible a la manipulacid d'ATP
extracellular. En freballs posteriors es va corroborar la
importancia de I'ATP extracellular per a la propagacid de les
onades de calci en astrocits (Guthrie et al., 1999; Cotrina et al.,
2000) i en osteoblasts (Jorgensen et al., 2002). Finalment, es va

descriure que I'dlliberacié d'ATP a través d’hemicanals formats
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per Cx43 en astrocits (Stout et al., 2002) era un dels mecanismes
implicats en la senyalitzaci¢ intercelfular de calci. En aquest
model (Figura I-15), I'ATP alliberat al medi extracel fular a través
dels hemicanals, activaria els receptors purinergics P2 de la
cellula adjacent, estimulant la produccid de InsP3 i acugmentant
la concentracio infraceldular de calci. Per un mecanisme
encara no descrit, aixd activaria els hemicanals, permetent que
I'ATP del citosol sortis de la cellula. Aixi, el cicle tornaria a
comencar, propagant I'onada de calci (revisat per Stout et al.,
2004).

-~ ATP
ATP ATP_ ATP
4
Extracellular space
-
ATP (+) E:],\’\TF‘ i
ATP g &
| H. =
N rel T | L\ rel r Qf
'@V e o' ¢
AN \PKC)-) |y
Ny P (3 \ (YA
MK N, DAG ATP \ ATP
Cell 1 SN\ PR, A e PIP, » DAG
cytoplasm R InsPy
R Gon — ca?* Cell 2
(Zo1 *
2 ca’* g — (go-"/ cal eytoplasm
o Actin By O = ¥,
. {Db _ e
ATP Cols ¢ \"‘) T
ATP InsPy =N 0 M B
N (+) — D3 3
S InsPy ) o — ~— =l () Ins Py
3 Bl
receptor Actin \Bb) —— (Bb)J receptor
3 Y — cx % ) 4
1) ca® | ca?* = = Ca®* a2t
Ca®* 4 ca?*
ca®* ca?* ER
ER

Figura 1-15: Model d'alliberacié d'ATP a través d’hemicanals i propagacié de
les onades de calci. Un estimul com I'estrés mecanic, causa I'activacié de la
fosfolipasa C (PLC), la sintesi de InsPs i la mobilitzacidé de calci intracel fular. Els
hemicanals s'obren i s'allibera ATP. L'unid de I'ATP a un receptor purinérgic 2Y
(P2Y) de la cellula veina, fa que s'inicii la propagacié de I'onada de calci
(extret de Stout et al., 2004).
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Recolzant agquest model, trobem les segUents observacions: en
primer lloc, I'expressid de connexines exogenes potfencia
I'alliberacié d'ATP; en segon lloc, I'alliberacié d'ATP induida per
concentracions baixes de calci extracel lular estda suprimida per
bloguejants dels hemicanals; i finalment, hi ha una bona
correlacié entre I'alliberacié d’ATP i I'activitat dels hemicanals.
Per contra, I'alliberacié d'ATP activada per estimuls mecanics
no es veu afectada pels inhibidors dels hemicanals (Coco et al.,
2003; Anderson et al., 2004), indicant que seria possible que hi
haguessin  diferents mecanismes que regulessin |'alliberacio
d'ATP en resposta a diferents estimuls.

A més a més, recentment s'han publicat nous resultats
(Suadicani et al., 2006) que indiquen que els bloguejants de les
unions gap també sén antagonistes dels receptors P2X7 i que
aguests receptors, i no els hemicanals de Cx43, sén els que
contribueixen a I'alliberacié d'ATP que amplifica les onades de
calci en astrocits.

A part de tots els estudis citats en céllules glials, també s'ha
descrit allibberacié d’ATP a través d’hemicanals relacionada
amb la senyalitzacié per calci en alires tipus celdulars. En
osteoblasts, I'estimulacié mecdnica de céldules que expressen
Cx43 doéna lloc a una onada de calci que és inhibida per
suramina i apirasa, que fan disminuir els nivells d'ATP, i per
bloquejants dels hemicanals, suggerint que tant els hemicanals
com I'ATP hi estan implicats (Romanello et al., 2003). En célules
endoftelials bovines de la cornea, les onades de calci i
I'alliberacié d'ATP que es produeix després d'un estimul
mecanic és inhibida per bloquejants dels hemicanals (Gomes et
al., 2005).

50




Introduccid

Finalment, en un altre context, s’ha descrit alliberacié d'ATP a
través d’hemicanals en I'epiteli pigmentari de la retina regulant
la proliferacié de la retina neural (Pearson et al., 2005) i en la
coclea confrolant la sensibilitat de la funcid auditiva en

mamifers (Zhao et al., 2005).

3.4 Proteines de la familia ABC: CFTR i glicoproteina P

Alguns estudis donen suport a la teoria que els membres de la
familia de transportadors ABC (ATP binding cassette), com la
CFIR i la dlicoproteina P, funcionen com a canals ionics
permeables a I'ATP, perd altres estudis suggereixen el contrari.

D'una banda, s’ha descrit alliberacié d'ATP en cellules glials
gue és inhibida per bloquejants de les proteines de la familia
ABC, suggerint aixi la seva implicacié en I'alliberacié d'ATP en
aquestes célilules (Ballerini et al., 2003). A més a més, també
s'ha vist que tant la proteina CFIR com el fransport vesicular,
estan implicats en I'alliberacié d'ATP en céllules epitelials de la
retina. (Reigada i Mitchell, 2004). En eritrocits humans i de conill
també s'ha relacionat la preséncia de CFTR amb I'alliberacid
d'ATP induida per deformacié mecdnica (Sprague et al., 1998).
En I'epiteli de les vies aerees en humans, CFIR regula la
concentracio infracel lular de calci mitjancant alliberacié d’'ATP,
que activa els receptors purinergics de les cellules epitelials
(Walsh et al., 2001). En la linia cellular de ratoli C1271
transfectada amb CFIR humana, també s’ha descrit la
permeabilitat per I'ATP de les proteines CFIR i glicoproteina P
(Prat et al., 1996). La glicoproteina P també s'ha relacionat amb
I'alliberacié d'ATP en linies cellulars de colon huma (Abraham

et al., 1997) i en céellules hepdtiques (Roman et al., 2001).
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Per altra banda, diferents treballs posen en dubte la
permeabilitat de les proteines ABC per I'ATP. En céliules
epitelials activades mitjancant estimuls mecanics, els nivells
d'expressid de CFIR i els nivells d’AMPc del medi no varien la
concentracié externa d'ATP (Grygorczyc i Hanrahan, 1997).
L'activacid per hipotonicitat de I'alliberacid d'ATP en una linia
de ceélules epitelials humanes no es veu afectada per inhibidors
dels canals de clorur ni per I'abséncia de CFIR (Hazama et al.,
1999). Tot i que existeix alliberacid d'ATP en resposta a estimuls
mecanics en les céllules epitelials de les vies aérees que pot
activar els receptors purinergics en aquestes céellules, els nivells
d'ATP mesurats no varien entre individus amb fibrosi quistica i
individus normals, indicant que [I'dliberacié d'ATP és
independent de CFIR (Watt et al., 1998; Donaldson et al., 2000).

3.5 Canals anionics

Al contrari que en el cas anterior, molts freballs recolzen
unanimement la implicacié de canals anionics de diferent tipus
en I'dlliberacid d’ATP. En les celiules d'una linia celilular de
cdancer de prostata estimulades per hipotonicitat, I'alliberacié
d'ATP és inhibida mitjancant el tractament amb bloguejants
dels canals anionics, fet que suggereix la relacié d'aquests
canals amb I'alliberacié d'ATP (Sauer et al., 2000). Els canals
anionics regulats per volum (VRAC) activats per hipotonicitat
alliberen ATP en una linia de cellules epitelials d'aorta bovina
(Hisadome et al., 2002). Alires treballs han descrit que els canals
anionics d'alta conductdancia també sén permeables a I'ATP en

la macula densa (Bell et al., 2003) i en céllules mamaries d’'una
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linia cellular de ratoli activades per hipotonicitat (Sabirov et al.
2001).

4. El model experimental de Xenopus laevis

Com a model experimental, en aquest treball hem utilitzat
oocits de la granota sud-africana Xenopus laevis, adquirida en
el Centre d'Elevage de Xenopes (Montpellier, France).

A l'estabulari del Campus de Bellvitge de la Universitat de
Barcelona, es mantenien en gdbies individuals amb aigua amb

el 2% de NaClis'alimentaven amb cor de vedella.

4.1 Avantatges de la utilitzacié d’aquest model

El model de Xenopus Ilaevis és dampliament utilitzat en
electrofisiologia per a I'expressid i I'estudi de canals ionics,
receptors i fransportadors de membrana degut als nombrosos
avantatges que presenta.

Una de les caracteristiques més rellevants de I'oocit és la
possibilitat d’obtenir moltes cellules d'un mateix donador sense
necessitat de sacrificar la granota en cada operacié. Un mateix
donant pof ser utilitzat diverses vegades.

Un altre avantatge és la possibilitat d'obtenir, en els ovaris d'un
mateix individu, oocits de I'estadi embrionari que ens interessi
durant tot l'any, ja que la granota Xenopus Ilaevis es
caracteritza per la seva capacitat d'iniciar cicles sexuals a
qualsevol epoca de I'any, presentant una ovulacid asincronica
dels odcits. A més a més, els oocits de Xenopus sén céldules
facils de manipular degut a la seva mida (1-1.5 mm de didmetre)

i molt senzilles de mantenir.
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D'altra banda, aquest sistema suposa una eina molt Util degut a
la seva capacitat de sintetitzar i expressar molt eficientment, en
la seva membrana proteines exdogenes a partir de material
geneétic forani injectat. Aquesta caracteristica ha convertit els
oocits de Xenopus en el model d'expressid heterologa escollit
per a 'estudi de receptors, canals ionics i transportadors de
membrana. La granddria considerable de la céldula facilita la
injeccid del material genetic en I'oocit i permet introduir diversos
electrodes a través de la seva membrana, la qual cosa facilita

els estudis electrofisiologics (Barnard et al., 1982).

4.2 Histologia de I’oocit

L'ovari de la granota esta format per diversos Iobuls o sacs
ovdarics que estan units entre si per diversos teixits, principalment
teixit connectiu. En la majoria d'estudis d'expressié de proteines,
aixi com en els nostres experiments, s’han utilitzat oocits
immadurs dels estadis de major grau de creixement, els estadis
Vi VI (segons la classificaciéd de Dummont, 1972), principalment
per la seva mida més gran.

En aquests estadis emlbrionaris, els oocits tfenen una mida
d'entre 1-1.5 mm de didmetre i sén céllules polaritzades, tant
morfologicament com funcionalment. S'hi reconeixen dos
hemisferis, I'hemisferi vegetal (de color groguenc) i I'hnemisferi
animal (de color marrd fosc, que conté el nucli) ben diferenciats,
separats per una banda central més clara que s'anomena
equador.

L'odcit, tant en I'ovari com quan és separat manualment, no és
una estructura aillada sind que presenta una serie d'envolcalls

amb una funcié mecdnica de proteccid i de comunicacié de
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I'oocit amb el medi extern. Aixi doncs, podem diferenciar les

segUents capes, ordenades de l'interior a I'exterior (Figura I-16):

Membrana vitelina: Capa aceldular fibrosa unida a la
membrana plasmatica de I'odcit i que en recobreix tota
la superficie.

Capa folicular: és una capa de cellules nucleades en
contacte amb la membrana plasmatica de I'oocit a
través d'unions gap (Browne et al., 1979; Browne i Werner,
1984) formades per Cx38, que permeten el pas de
molecules de fins a 1 KDa i la connexid¢ electrica amb
I'oocit. A més a més, les célules foliculars presenten una
gran varietat de canals i recepors de neurotransmissors i
hormones.

Teca: és una capa formada per colagen, fibroblasts,
cellules musculars llises, vasos sanguinis i filbres nervioses.
Capa epitelial o teixit ovaric intern: es situa en contacte

amb el medi extracellular, envoltant fotes les capes

anteriors.

Membrana plasmatica

Hemisferi vegetal Capa Vitelina

Equador

. . . Capa Fol-licular
Hemisferi animal

<,

Teca

Epiteli ovaric

Figura I-16: Esquema de la morfologia d'un oocit de Xenopus on es mostren els

dos hemisferis i les diferents capes que I'envolten.
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L'existencia d'aquestes capes que protegeixen a I'odcit suposa
un problema per a I'estudi de canals i receptors expressats de
manera heterdloga, ja que dificulta I'aplicacié de les tecniques
electrofisiologiques de registre i contamina els resultats degut a
la presencia dels receptors o canals membrana endodgens. Per
aixd s'utilitzen diferents estrategies per tal d'eliminar o
desacoblar aquests envolcalls, com sén meétodes enzimatics
(tractament amb colagenasa), mecanics o osmotics. D'aquesta
manera aconseguim dillar I'oocit de la resta de membranes i
podem portar a terme I'estudi electrofisioldogic d'una manera

fiable.

56




OBJECTIUS






Objectius

Tot i que la senyalitzacidé purinergica esta present en la majoria
d'organs i la funcid dels receptors P2 és admpliament estudiada,
el mecanisme d'alliberacié d'ATP dels diferents tipus celulars
no és tan conegut. Degut a la seva carrega negativa, I'ATP no
és capacg de traspassar la membrana plasmatica i les célules el
secreten per exocitosi de vesicules o granuls. Tot i aixo, es creu
qgue I'ATP també s'dllibera de les celdules, d'una manera
regulada, via rutes proteiques que fravessen la membrana
plasmatica. L'estudi d'aquesta altra via d'alliberacié d'ATP és,
des de fa uns anys, una de les principals linies d'investigacié del
laboratori. Per tot qixd, el nostre objectiu general va ser I'estudi

de I'alliberacié d’ATP a través de la membrana plasmatica.

Estudis previs del nostre laboratori suggerien que, aplicant polsos
hiperpolaritzants en la membrana dels oocits de Xenopus laevis,
I'ectoenzim NTPDasal (CD39) podia esdevenir permeable per
I'ATP (Bodas et al., 2000). Per estudiar també la implicacié
d'aguesta NTPDasa en l'alliberacidé d'ATP induida per estrés
hipertonic en odcits, el nostre primer objectiu va ser sintetitzar i
validar un oligonucleotid antisentit contra la proteina CD39

(Capitol 1 de Resultats).

En diferents tipus cel lulars, com els astrocits o els miocits, s'havia
descrit la implicacié dels hemicanals presents en aquestes
cellules en I'dlliberaciod d'ATP. L'interes del laboratori en I'estudi
de nous mecanismes d'dlliberacié d'ATP, ens va portar a
investigar la permeabilitat per I' ATP dels hemicanals endogens
formats per connexina 38 (Cx38) presents en el nostre model

experimental, els oocits de Xenopus. Per tant, el nostre segon
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objectiu va ser l'estudi de l'alliberaci6 d'ATP a través dels

hemicanals formats per la Cx38 (Capitol 2 de Resultats).

La connexina 32 (Cx32) humana es froba, entre molts altres
organs, a les cellules de Schwann del Sistema Nervids Periferic
formant hemicanals. Mutacions en aquesta proteina donen lloc
a una péerdua de mielina que causa la malaltia senso-motora
de Charcot Marie Tooth ligada al cromosoma X (CMTX). El
nostre interés per la malaltia i el coneixement d'alires
connexines permeables per I'ATP ens va portar a plantejar-nos,
com darrer objectiu, I'estudi de I'alliberacié d'ATP a través dels

hemicanals formats per la Cx32 (Capitol 3 de Resultats).
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1. Composicio de les solucions

Ringer Normal (NR):

NaCl 115 mM
KCl 2 mM
CaCl2 1.8 mM
HEPES 10 mM
pH 7.4

Ringer Mg+2:

NaCl 115 mM
KCl 2 mM
CaCl2 1.8 mM
HEPES 10 mM
MgClz2 1.8 mM
pH 7.4

Ringer Modificat (MNR):

NaCl 115 mM
KClI 2 mM
CaCl2 1.8 mM
HEPES 10 mM
MgCl2 10 mM
pH 7.4

Ringer OCa:

NaCl 115 mM
KCl 2 mM
EDTA 2 mM
HEPES 10 mM
pH 7.4

Medi Luria-Bertani (LB):

Triptona 10%

Extracte de llevat 5%

NaCl 10%
pH 7.0

Ringer hipertonic manitol (HRM):

NaCl 115 mM
KCl 2 mM
CaCl2 1.8 mM
HEPES 10 mM
MgCl2 1.8 mM
Manitol 360 mM
552 mosmol/L
pH 7.4

Ringer 0Ca- Mg*2:

NaCl 115 mM
KCI 2 mM
MgClz 1.8 mM
EDTA 2 mM
HEPES 10 mM
pH 7.4

Barth's:

NaCl 88 mM

KCl T mM

Ca(NOs)2 0.33 mM

CaCl2 0.41 mM
NoHCOs3 2.40 mM
MgSOs 0.82 mM

HEPES 20 mM

Penicilina G (100 U/ml)
Streptomicina (100 pg/ml)
pH 7.5

LB agar:

Medi LB
15 g/ L Bacto agar
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2. Obtencio del material d’injeccio

2.1 Obtencio de ’RNA antisentit de CD39

A partir de seqUéncies consensus humanes, de rata, de ratoli,
de vaca, de gall i de Torpedo marmorata es va dissenyar un
oligonucleotid antisentit complementari a I'mRNA de CD39
(antiCD39):
5,-TGTTGGTCAAGTITCAGCATGTAGCCCAG-3

L'oligonucleotid, sintetitzat per Invitrogen (Barcelona), es va
rehidratar en aigua ultrapura i es va injectar (50 nl, 2 mg ml') en
els oocits entre 48-72h abans de readlitzar els registres

electrofisiologics per tal d'inhibir I'expressié endogena de CD39.

2.2 Obtencio de ’RNA antisentit de Cx38

Un nucledtid antisentit complementari a I'mRNA de Cx38
(ASCx38) 5'-GCTITAGTAATTCCCATCCTGCCATGTTTC-3' (Barrio et
al., 1991) va ser sintetitzat per Invitrogen-Life Technologies S.A.
(Barcelona). L'oligonucledtid es va rehidratar amb aigua
ultrapura i es va injectar (50 nl, 2 mg ml') en els oocits 24-48h

abans del registre per inhibir I'expressio endogena de Cx38.

2.3 Clonatge i sobrexpressi6 de la Cx38

Utilitzant el sistema d'extraccid d'RNA Ultraspect (Biotecx,
Houston, TX) es va purificar I'RNA total dels odcits de Xenopus. Es
va dur a terme la transcripcié reversa de 5 ug d'RNA total
d'acord amb les instruccions del kit First-Strand cDNAsynthesis
(Amersham Biosciences, Barcelona) i el producte resultant es va
utilitzar com a motllo per una PCR amb els segUents encebadors

especifics de Cx38 (Invitrogen S.A., Barcelona):
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directe 5’ATGGCAGGATGGGAATTACTAAAGCT 3’
invers 5’ AACATACTGCTGCITGGAAGAGG 3’
El cDNA (des del nucleotid 121 al 1123 del Gene Bank Acc No
214045) es va clonar en el vector pSTBlue-1 (Novagen, Madrid) i
es va sequUenciar. L'obtencid del cRNA de Cx38 es va portar a
terme mitjancant la utilitzacid de les tecniques de DNA

recombinant indicades en I'apartat 3.

2.4 Obtencio del cRNA de Cx32 humana

El plasmid amb el cDNA de la Cx32 humana ens va ser cedit pel
Dr. Luis Barrio de I'Hospital Ramoén i Cajal de Madrid. El cDNA de
la Cx32 estava clonat en el vector pBSxG (Figura M-1) inserit en

el lloc de restriccio Stul.

Figura M-1: Esquema

Na: ! Sspl

oo / del vector pBSxG,
\ \ / [ BssH1I derivat del pBluescript

sy 7/ floi /\”“"‘m"’ SKIlI (Stratagene).
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h:Z‘\\.\ e Secl
Pl —

/ SUT g-giokin e llisnl L'insert de  Cx32
f (50%p) Pstl .
TUT g-glotin / oy humana esta clonat en
/ 0k} Hind 111 L
pBSxG i el lloc de restriccio Stul
316KD Acc | < . . N
‘ Hine 1 del plasmid i estd
hol
Apal :
\ / Ul orientat de manera
. Kpnl

7 \ que s'obtingui  I'RNA
W "/'T3pmmntu . . 2

=2 fent la tfranscripcid

amb la polimerasa T7.

L’obtencio del cRNA de Cx32 es va portar a terme mitjancant la
utilitzacié de les técniques de DNA recombinant indicades en

I'apartat 3.
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3. Técniques de DNA recombinant

3.1 Transformacio de bacteris

Per aconseguir la quantitat optima de plasmidi per dur a terme
la reaccidé de transcripcid, es van fransformar els bacteris
competents de la soca XL1-Blue, preparats al laboratori pel
metode del CaCl.. Per cada fransformacié es va utilitzar una
aliquota de 200 ul de bacteris, s'hi va afegir el plasmid a
transformar i es va deixar reposar en gel durant 30 min Passat
aquest temps es va fer un xoc termic portant la barreja a 42°C i
mantenint-la a aquesta temperatura durant 45 seg. Es va tornar
immediatament al gel, s'hi van afegir 800 ul de medi LB i es va
fer créixer a 37°C en agitacidé durant 1h. Finalment, es van
sembrar de 50 uyl a 200 ul del cultiv en una placa de medi LB
agar amb una concentracié d’'ampicilina de 50 ug/ml i es van

incubar tota la nit a 37°C.

3.2 Seleccio6 de les colonies d’interées i obtencio del
DNA plasmidic

Es van picar vdries de les colonies que havien crescut i es van
inocular en cultius amb 3 ml de medi LB amb ampicil fina (50
hg/ml) i es van deixar créixer durant tota la nit en agitacié i a
37°C.

Per determinar quines colonies havien incorporat el plasmid, es
va redlitzar una purificacid de DNA plasmidic a petita escala
amb un kit comercial (BIOTOOLS), es van digerir les mostres
obtingudes amb I'enzim de restriccid corresponent i les
digestions es van cérrer en un gel d'agarosa. Es va escollir una

de les colonies que havia incorporat el pldsmid, es va inocular

66




Materials i Métodes

en un cultiv amb 250 ml de medi LB amb ampicil ina (50 ug/mil) i
es va deixar créixer durant tota la nit en agitacio i a 37°C.

El DNA plamidic es va extreure mitjancant el kit Midiprep de
QIAGEN a partir del cultiv de bacteris de 250 ml per poder

purificar una quantitat prou gran de DNA.

3.3 Produccié d’mRNA

10 yg del plasmid es van liniaritzar amb I'enzim de restriccio
corresponent i es va procedir a readlitzar la reaccidé de
transcripcié seguint les indicacions de I'mCAP RNA Capping Kit
(Stratagene, protocol #200350). Seguidament es va realitzar un
fractament amb 4 unitats de DNAsa | del mateix kit per eliminar
el DNA sobrant i es va precipitar el cRNA a -20°C durant 30
minuts amb acetat sodic 3M a proporcié 1:10 i amb 2.5 volums
d’'etanol absolut. Es va centrifugar la barreja durant 20 minuts a
4°C, es va descartar el sobrenedant, es va ressuspendre el cRNA
en aigua lliure d'RNAses tfractada amb DEPC i es va quantificar i
comprovar en un gel d'agarosa d'RNA. Es van obtenir 10 ul de
volum final de cRNA que es van aliquotar de 2 ul en 2 ul en fubs
eppendorfies van conservar a -80 °C fins al seu Us.

El cRNA obtingut es va injectar (50 nl, 1-2 mg/ml) en els oocits 3

dies abans de realitzar els registres electrofisiologics.
4. Preparacio dels oocits de Xenopus laevis

4.1 Obtencio i manteniment dels oocits

Per a I'obtencid del oodcits, s'anestesiaven les femelles de
Xenopus amb 3-aminobenzoic acid ethyl ester (Sigma) a una

concentracié 0.3% en aqigua. Es practicava una petita incisid
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abdominal i s'extreien algunes bosses de l'ovari que es
disposaven en una placa de Petri estéeril que contenia solucid
Barth, una solucié fisiologica isotonica. Es cosia la ferida amb fil
de seda esteril de 0.2 mm de gruix i es deixava reposar I'animal
durant un periode no inferior als tres mesos abans d'una nova
operacié. El protocol de manipulacié dels Xenopus va ser
aprovat pel comité etic d'experimentacié animal.

En la placa i sota una lupa (Sz-40, Olympus), es separaven els
oocits del teixit connectiu que els uneix amb I'ajuda d'unes
pinces de rellotger (World Precision Istruments num. 55).
S'escollien els oocits en bon estat que es frobaven en els estats
V i VI (Sive et al.,, 2000) del desenvolupament (distingibles a
simple vista), ja que en aquests estats son cellules grans i amb
una bona activitat fraduccional.

Els oocits seleccionats es mantenien en plagues de Petri amb
medi Barth en un incubador a 18°C i cada dia se'ls canviava el
medi i s'eliminaven els oocits morts. Aixi s’aconseguia una

supervivencia aproximada del 90-95%.

4.2 Injeccié de cRNA en els oocits de Xenopus

Les micropipetes per a la injeccié del cRNA s'obtenien a partir
d'un capiliar de vidre (4878 World Precision Instruments, Inc.,
E.U.A) i utilitzant un protocol d’estirament en dos passos en un
estirador programable P-97 (Sutter Instrument Co. E.U.A). Un cop
fetes les pipetes, se'ls frencava una mica la punta per tal que
assolis el didmetre adequat (5-15 um) per a la injeccid. Les
puntes preparades es posaven un minim de 4h en una estufa de

200 °C per esterilitzar-les.
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Per la injeccié de RNA, tot el material utilitzat, aixi com també la
superficie d'injeccid, havia de ser esteril. Amb una xeringa,
s'omplia una micropipeta amb oli mineral (Sigma) fins a la
meitat per evitar que la mostra estigués en contacte directe
amb I'émbol del nanoinjector i es pogués contaminar. Es
collocava la micropipeta en el nanoinjector (WPI, model
A203XVZ) i es subjectava amb un micromanipulador (Narishigue,
model MMN-3R, Japd). Es posava una gota de la mostra a
injectar en el tap del mateix eppendorf on estava aliquotada i
posant la punta de la micropipeta en contacte amb la gota,
s'omplia amb la mostra fins a la meitat. Els oocits, en grups
reduits, es posaven en un motlle de parafilm amb forats d’'1 mm
aproximadament en els que s'hi acomodaven els oocits, que es
mantenien humits durant tot el procés d'injeccié. L'odcit es
punxava en el pol vegetal, prop de I'equador, per no malmetre
el nucli i se li injectaven 50 nl de mostra a una concentracié
entre 1-2 mg/ml. El temps d’'expressid variava entre 24-72h,

depenent de la mostra utilitzada.

4.3 Tractament dels oocits amb col-lagenasa

Abans de realitzar els registres electrofisiologics amb els oocits
se'ls va eliminar la capa foldicular, ja que aguesta representava
un obstacle mecdnic per a la penetfracié de l'electrode
d'enregistrament i, a més a més, els canals ionics i les unions
gap propies d'aquesta capa podien interferir en els registres
dels canals de la membrana plasmatica.

Els oocits es collocaven en vials de vidre amb una solucid
Ringer amb 0.5 mg/ml de I'enzim Collagenasa IA (Sigma, St.

Louis, E.U.A) i aquests vials es posaven a girar a temperatura
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ambient en un agitador orbital a unes 10 rpm fins que
s'observava que es comencaven a desprendre les capes
foldiculars (aproximadament 45 min). Per aturar el tfractament,
es feien 5 rentats seguits amb 1 ml de solucié Ringer als oocits |,
finalment, es retornaven a l'incubador en plaques de Petri amb

solucid Barth fins al moment del registre.

5. Mesura de P’activitat NTPDasa

Per a la determinacio de I'activitat ecto-ATPasica dels oocits de
Xenopus es va utilitzar el mateix metode descrit per Ziganshin et
al., 1995.

En plagques d'ELISA s’omplien els pouets amb grups de 5 oocits
previaoment tractats amb coldagenasa i 100 yl de NR.
Seguidament es feia un rentat previ amb NR i després s'afegien
100 ul de NR amb ATP o sense ATP (a una concentracioé final de
100 uM) segons correspongués. Com a control de I'experiment,
es van omplir alguns pouets amb 100 ul de solucid Ringer 0Ca, ja
que és necessaria la presencia de calci o magnesi al medi per a
I'activitat de I'enzim. Es deixava incubar durant 20 minuts. Al
cap d'aquest temps es retirava la solucid de cada un dels
pouets i es fraspassava a fubs d'assaig. S'aturava la degradacio
de I'ATP afegint 10 yl d'acid tricloracetic (TCA) al 50% a cada
tub. Per detectar el fosfat inorgdnic alliberat per la hidrolisi de
I'ATP es va utilitzar el metode colorimetric de Lanzetta (Lanzetta
et al., 1979) segons el qual s'afegien 800 pl de verd de
malaquita a tots els tubs, es barrejaven i es deixaven reposar
exactament durant 1 minut després del qual s'aturava la
reaccié afegint a cada tub 100 ul de citrat sodic 34%.

S'esperava uns 10 minuts i es llegia I'absorvancia de cada tub a
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una densitat Optica de 660 nm en un espectrofotometre
comparant-los amb un patrd preparat anteriorment amb
qguantitats conegudes de Pi (KH2PO, de 0 a 20 nmols). Les
activitats especifiques es calculaven en forma de fmols Pi per

oocit i per minut.

[ Odcits injectats amb RNA |
W N\

100pI MR 100dl MR
* 100 pINR * 100 pINR
ATF 100 M ATF 100UM
e e Pougts placa e e o
.;Pu d'ELISA ofe elo
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Es barreiava i es llenig a 'espectrofotometre 3 una 0.0, de BEOD nm

nmals B

WEEEWW

D0 e O nove 0148 0290 0624 1.018  1.413

Figura M-2: Métode de mesura de I'activitat ecto-ATPassica en els oocits de

Xenopus.
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6. Assaig per la determinacio de I'alliberacio d’ATP
amb luciferinalluciferasa

Un dels principals sistemes utilitzats per a la mesura de I'ATP és el
basat en la reaccid luminiscent de la luciferina/luciferasa
(McEIroy, 1947). Aquest métode permet una determinacié
directa i continua dels nivells d'ATP presents en una solucid. Es
basa en la luminiscéncia emesa per I'oxiluciferina que es genera
en la segUent reaccié catadlitzada per I'enzim luciferasa

obtinguda de Photinus pyralis (American firefly).

luciferasa
Mg+2
ATP + D-lucifering + O, =————— Qxiluciferina + ppi+ AMP +CQ, +Llum

Es un métode molt sensible que pot detectar concentracions

d’ATP en el rang picomolar-micromolar.

6.1 Purificacié de la luciferina-luciferasa (L-L)

Per obtenir la barreja de L-L es diluia un vial de luciferasa (firefly
lantern extract de Sigma) en 1 ml del tfampd de treball. Es
centrifugava la suspensid resultant 2 minuts a 12.000 rom i a 4 °C.
Seguidament es traspassava el sobrenadant a una columna de
separacid per mida (10 ml, 10 DG Bio-Rad) previament
equilibrada 3 vegades amb el mateix tampd de treball. Un cop
la luciferasa era eluida se li afegien 200 upl de D-luciferina
(concentracié final 1 mg/ml) (Sigma) i es centrifugava un altre
cop 1 minut a maxima velocitat i a 4°C per eliminar la D-
luciferina no dissolta. Un cop obtinuda la luciferina/luciferasa
final, es feien aliquotes que es guardaven a - 20°C fins al

moment d'utilitzar-les.
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6.2 Tractament dels oocits per mesurar l'alliberacié
d’ATP a través de Cx38 i ’ATP total contingut en cada
oocit.

Per la mesura de I'alliberacié d’ATP a través de Cx38 i la seva
inhibicid per I'octanol i I'acid flufendmic, es van posar 3 grups
d'entre 20 i 50 oocits tractats amb colagenasa en un tub
eppendorf que contenia 500 ul de solucid NR. Es va rentar un
dels grups amb 500 pl d'una solucid Ringer 0Ca amb 50 uM
d'acid flufenamic i un altre amb 500 pl d'una solucid Ringer 0Ca
amb 1.5 mM d’'octanol. El grup d’'oocits control només es va
rentar amb la solucié Ringer 0Ca. Cada 2 minuts, durant un total
de 10 minuts, s'agafaven 30ul de mostra, que es congelava a
-20°C, per determinar després la quantitat d'ATP allioerat.

Per la mesura de I'alliberacié d’'ATP a través de la Cx38 i la seva
inhibicié per I'ASCx38 i el seu augment en la sobrexpressid de
Cx38, es va injectar I'oligonucledtid ASCx38 o el cRNA de Cx38
en un grup de 20-50 oocits. 48 h després de la injeccid, es van
tractar els oocits amb colagenasa, es van posar en un tub
eppendorf que contenia 500 ul de soluci® NR i es van rentar
amb 500 ul d'una solucié Ringer 0Ca. Com a control es varen
utilitzar oocits injectats amb aigua. Cada 2 minuts, durant un
total de 10 minuts, es van agafar 30ul de mostra, que es van
congelar a -20°C, per mesurar després la quantitat d'ATP
alliberat.

Per la determinacié del contingut total d'ATP en els odcits, es va
posar un oocit en un tub eppendorf que contenia 30 ul de NR +
5% de TCA. Es va homogenitzar I'oocit i, després de centrifugar-

lo, es va barrejar el sobrenedant amb 1 ml d’éter saturat amb
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aigua per extreure el TCA (es va repetir aquest procés 5
vegades). Es van agafar mostres de 10 yl per a la posterior

determinacié de la quantitat d’ATP.

6.3 Métode de mesura de ’ATP

Es va mesurar I' ATP extracel {ular alliberat pels oocits, tractats tal
com s'explica en el punt anterior, amb la reaccid luminiscent de
la L-L de la segUent manera: en un tub d’assaig amb 300 ul de la
solucié de treball (MNR), s'hi van afegir 40 pl de la solucié final L-
L, 10 o 25 ul de la mostra a mesurar (vegeu apartat anterior) i
dues dosis conegudes d'ATP (forma disodica) d'entre 100 i 1500
fmols. Les quantitats d'ATP alliberades en cada condicid
experimental es van calcular mesurant les arees sota de les
corbes obtingudes, prenent com a referéencia les obtingudes
amb les dosis d’ATP conegudes.

Les mesures d'ATP de cada mostra es van realitzar en un tub
d'assaig infroduit en una cambra fosca, on la mostra de freball
estava en constant agitacié gracies a un imdn que es trobava a
I'interior del tub d'assaig. La llum emesa per la reaccid
enzimatica es va captfurar mitjaoncant un fototub (R374,
Hamamatsu Photonics, loeria, Spain), alimentat amb una font
continua a 850 V, que transduia el senyal lluminds en senyal
electric, que era amplificat (5A22N, Tektronix), filtrat a 3 Hz
(Bessel, Frequency Devices) i digitalitzat per una tarjeta TL-1
Labmaster (Axon Instruments) controlada pel soffware Axotape

1.2.01 (Axon Instruments) en un PC 486.
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7. Registre de fixacio de voltatge amb dos

electrodes

7.1 Técnica de fixacié de voltatge amb dos eléctrodes

Aquesta tecnica consisteix en un electrode que monitoritza el
potencial intracel {ular (la diferencia de potencial entre I'interior
de I'oocit i el bany que I'envolta) i en un segon electrode que
injecta el corrent necessari per mantenir el potencial de
membrana constant a un valor desitjat. Aixo0 s’aconsegueix
mitjancant un circuit de retroalimentacié de I'amplificador de
voltage clamp (Figura M-3). Quan s'obren els canals idnics de la
membrana, fixada a un potencial determinat, el sistema passa
un corrent de la mateixa intensitat i de sentit oposat al corrent
gue flueix pels canals idnics per mantenir la membrana a aquell

potencial.

3. Quan vm és diferent del
potencial desitjat, 'amplificador
injecta coment a I'oacit a traves del
segon electrode. Aquest feedback
fa gue el potencial de membrana
sigui el potencial gue s'ha fixat.

1. Un electrode mesura el
potencial de membrana
(W) i estd connectat a
I'amplificador de voltage
clamp

2. L'amplificador de voltage
clamp compara el potencial dg
membrana amb el potencial
desitjat (comandament)

hesura de W
A

Comandament|
de voltatge

Mesura de
corrent

Electrode de
referencia

Electrode
de registre

Electrode de
pas de carrent

Solucia
salina

Figura M-3: Esquema de la cambra de registre i del circuit eléctric que realitza

la funcié de fixacié de voltatge.
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7.2 Components del set-up de voltage clamp

En els registres amb la tecnica de fixacié de voltatge amb dos
electrodes, I'oocit es situava en una cambreta de pldstic
fransparent de 250 yl amb un canal per on passava el fluid i al
mig del qual hi havia un forat de 1-2 mm de didmetre on es
dipositava I'odcit amb una pipeta Pasteur. En aquesta posicid,
I'oocit es punxava amb els dos microelectrodes. Per sota i per
sobre de la cambreta hi havia fibra optica per poder captar la
llum emesa per la reaccidé de la luciferina/luciferasa amb I'ATP
adlliberat per I'oocit. La cambra estava fixada sota d'una lupa
Olympus i iluminada amb llum freda Olympus Highlight 3000 que
ens permetia veure i punxar correctament I'odcit. La lupa
estava situada sobre una taula antivibratoria TMC (Technical
Manufacturing Corporation, E.U.A) per evitar possibles vibracions
que poguessin  fer malbé I'oocit durant el registre
electrofisiologic. La taula estava envoltada per una gdbia
metdlica de Faraday opaca. El fluid s'aplicava des d'un tub
gue desembocava per gravitacid a un dels extrems del canal,
des d'un sistema de vuit xeringues de 70 ml de volum situades a
una alcada d’uns 80 cm. El flux de les diferents xeringues, a una
velocitat d'entre 6 i 10 ml/min, es controlava mitjancant un
sistema de valvules BPS-8 Valve Conftrol System (ALA Scientific
Instruments, E.U.A). El fluid transcorria pel canal, mullava I'oocit i
s'extreia per I'altre extrem del canal mitjancant un capil 1ar unit
a un tub connectat a la xarxa de buit de I'edifici a través de dos
vasos kitasato que a la vegada feien d'dillant electric entre la
xarxa de buit i el bany de la cambreta.

L'oocit es punxava amb dos eléctrodes intracel lulars col locats

en els holders dels preamplificadors connectats a un
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amplificador GeneClamp 500 (Axon Instruments, E.U.A), que dl
seu forn estava connectat a una tarja digitalitzadora BNC-2090
(National Instruments, E.U.A) que passava els senyals a
I'ordinador mitjancant el programa Whole Cell Analysis del
professor J. Dempster (Strathclyde University, Escocia). Per altra
banda, el senyal també es visualitzava amb un osciloscopi
Tektronix TDS 420A (Tektronix, E.U.A).

Cortina opaca

Sistema ¢le perfusi6  Gabia de Farada
|| I|'||[a||n{..{., “
'! : !l l'_n i'.

Electrode 1

Figura M-4: Imatge dels diferents components del set-up de voltage clamp.

7.3 Preparacio del material per al registre de fixacio de
voltatge

Els dos microeléctrodes que punxaven ['oocit tenien una
resistencia d'entre 0.5-3 MQ i estaven fets amb uns capil lars de
vidre amb filament intern del tipus GC120TF-7.5 (Harvard

Apparatus, UK) utilitzant un estirador P-97 (Sutter Instrument Co.,
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E.U.A) per estirar els capil lars amb un programa de dos passos.
Aqguests microeléctrodes, plens amb una soluci® 3M de KCI,
recobrien I'eléctrode de plata clorurat de 0.25 mm de didmetre
i estaven connectats als holders (Axon Instruments, E.U.A)
collocats en els preamplificadors o headstages HS-2 (Axon
Instruments, E.U.A). Els preamplificadors, els holders i els
microelectrodes es controlaven mitjancant micromanipuladors
(Narishigue, Japd). El bany es connectava a un electrode de
plata clorurat de referencia que estava connectat al terra de la

Xarxa.

7.4 Registre de fixacié de voltatge amb dos eléctrodes

Un cop I'oocit estava collocat en la seva posicid dins de la
cambreta, els microeléctrodes es sumergien en el liquid de
perfusid que cobria el canal de la cambreta i es corretgia el
desplacament inicial (offset dels electrodes) ajustant-lo a cero.
Es penetrava I'oocit amb els dos microelectrodes amb un angle
d'aproximadament 20°C entre un i I'altre. En aquest moment,
en I'amplificador, es determinava el potencial de membrana i
només s'enregistrava I'oocit si el potencial era inferior a =20 mV,
ja que potencials superiors indicaven que I'odcit no es trobava
en condicions Optimes. Per comencar el registre es posava
I'amplificador en mode voltage clamp i es fixava el potencial a
-60 mV o -40mV depenent del tipus d'experiment. Seguidament
es calculava la resistencia de I'oocit llegint la diferéncia de
corrent que hi havia entre els potencials —60 i —40mV i aplicant la

llei d'Ohm i es comencava I'enregistrament.
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7.5 Registre simultani de corrent i d’alliberacié d’ATP

en el set-up de voltage clamp

Per a la deteccid de I'alliberacié d'ATP produida per canvis de
voltatge en un sol oocit, es situava I'oocit en la cambreta de
registre plena amb solucié Ringer-Mg*? i la barreja de
luciferina/luciferasa (preparada tal com s'indica en I'apartat
6.1), s'encarava una fibra optica d'1 mm de didmetre just sobre
la superficie de I'oocit i es deixava tot a les fosques tapant amb
una cortina opaca. S'enregistrava I'oocit tal com s’ha explicat
anteriorment i, si I'oocit allibberava ATP, la llum resultant de la
reaccid de I'ATP amb la L-L arribava a través de la fibra optica
fins a un fotomultiplicador amb una cortina de tancament i el
senyal era amplificat, filirat, digitalitzat i gravat en un PC a
través del mateix programa Whole Cell Analysis.

Aqguesta configuracidé de registre és la mateixa utilitzada per
Bodas et al., 2000 i Aleu et al., 2003.

8. Mesura de I'alliberacio de Lucifer Yellow (LY) a

través d’hemicanals

8.1 Lucifer Yellow

Lucifer Yellow (LY, Sigma) és un marcador fluorescent de color
groc, de baix pes molecular (< 1kDa) i que ha estat descrit i
utilitzat com a eina eficagc per testar la presencia i la
funcionalitat dels hemicanals (Paul et al., 1991; De Vries i
Schwartz, 1992).
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8.2 Injeccio dels oocits amb LY

Per a la injeccié de LY en els oocits es van utilitzar les mateixes
pipetes d'injeccid, el mateix aparell injector i la mateixa técnica
ja descrita anteriorment en I'apartat 3.2. S'injectaven 9.2
nl/oocit de LY 5% en oocits control (préviament injectats amb
aigua miliQ) i en oocits injectats amb ASCx38. Es realitzava la
injeccid é6h abans de fer la mesura i, 3h abans, es fractaven els

oocits amb collagenasa.

8.3 Mesura de l’alliberacié de LY en un fluorimetre

Per a la mesura de I'dlliberacié de LY es collocava un grup
d'entre 20-50 oocits en un tub que contenia 1T ml de solucié NR.
Després de 5 minuts es rentaven els oocits i es substituia el NR per
1 ml de solucid Ringer 0Ca. Al cap de 8 minuts s'aturava
I"alliberacié de LY tornant a posar els oocits durant 5 minuts en
solucid NR. Durant tot aquest procés s’agafaven 25 ul de mostra
cada 30 segons i es transferien a una cuveta de fluorimetre que
contenia 500 ul d'aigua miliQ. La quantitat de LY alliberat es
mesurava utilitzant un espectrofotometre de fluorescéncia F-
2000 (Hitachi) amb el filtre d'excitacié a 428 nm i el d'emissié a
520 nm.

9. Mesura de la capacitancia de membrana dels
oocits

La capacitancia és la propietat de les membranes per
acumular cdrregues. En les membranes bioldogiques, la

capacitancia especifica és de 0.5 uF/cm? (Solsona et al., 1998) i

és proporcional a la superficie de la membrana. Aixi doncs, la
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mesura de la capacitancia permet I'estudi directe dels
processos d’endocitosi i d'exocitosi.

Durant els registres de fixacié de voltatge amb dos electrodes,
vam mesurar la capacitdncia abans i després de I'activacid del
corrent, aplicant un pols quadrat hiperpolaritzant, des de -40
mV fins a =60 mV durant 10 ms. Vam mesurar la capacitancia,
expressada en Faradays (F), com una funcié del corrent

transitori registrat per canvis de voltatge: C = o I/AV.
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antisentit contra la proteina NTPDasa1 (CD39)

de Xenopus laevis
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Resultats anteriors del laboratori suggerien que, aplicant polsos
hiperpolaritzants en la membrana dels oocits de Xenopus laevis,
I'ectoenzim NTPDasal, també anomenat CD39, podia esdevenir
permeable per I'ATP (Bodas et al., 2000). Continuant amb
I'estudi d'aquesta proteina, es va voler determinar també si
estava relacionada amb I'alliberacid d'ATP induida per estrés
hipertonic descrita en oocits. Per portar a terme aquests estudis,
era necessari aconseguir un oligonucledtid antisentit contra la
CD39 dels oocits de Xenopus, ja que d'aguesta manera
podriem inhibir la funcid de la proteina i determinar fins a quin
punt la seva funcionalitat podia afectar I'alliberacid d’'ATP. Per
tant, el nostre primer objectiu va ser sintetitzar i validar aquest
oligonucleotid, per tal de poder-lo utilitzar posteriorment a I’'hora

de fer els experiments.

1.1 Sintesi d’'un oligonucleotid antisentit per la
NTPDasa1 (CD39) de Xenopus laevis

Degut a que la NTPDasal de Xenopus no estava encara
clonada, I'oligonucleotid antisentit complementari al mMRNA de
CD39 (antiCD39) va ser dissenyat a partir de seqiencies consens
de diferents especies (Figura R-1.1): huma (Gene Bank

accession number: NM_001776.2), vaca (Gene Bank accession

number: AF005940.1), rata (Gene Bank accession number:
NM_022587.1), ratoli (Gene Bank accession number:
NM_009848.1) i Torpedo marmorata (Gene Bank accession

number: AF323909.1).
Vam escollir dues regions conservades en tfoftes aquestes
especies i vam dissenyar els oligonucleotids antisentit

corresponents, que vam anomenar  ASCD3911 (5’
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TCCCGTAGCACAGGAAGCTGTIGTGTGTACA 3') i ASCD3922 (5
TGTTGGTCAAGTTCAGCATGTAGCCCAG 3') i van ser sintetitzats
per Invitrogen-Life Technologies. Aquests dos oligonucleotids son
els que vam utilitzar per determinar si realment bloguejaven o
no la CD39.

ASCD3911 5’ tgtacacacacagcttecctgtg 3’
Human *4Ttetacacacatagcttettgtg?®s®
Cow 8litacacacacagcttcctgtyg?33
Rat 8l5tgtacacacacagcecttcectgtg®ss
Mouse 806tgtacacacacagettectgtgt??
Torpedo ltgtacacacacagettectgtg??

ASCD3922 5’ ctgggctacatgctgaacttgaccaaca 3’

Human 1359t gggctacatgctgaacttgaccaacal®ss
Cow l1433tgggctacatgctgaacttgaccaacal?s®
Rat l133tgggctacatgetgaacttgaccaacal?s®
Mouse l421tgggctacatgctgaacttgaccaacal4?’
Torpedo letgggctacatgectgaacttgaccaaca®

Figura R-1.1: Seqiencies consensus a partir de les quals vam dissenyar els
oligonucleotids antisentit ASCD3911 i ASCD3922.

Recentment, s’ha obtingut la seqUencia nucleotidica de la
NTPDasal de Xenopus (Massé et al, 2005) i hem pogut
comprovar gue les dues seqléncies consensus que vam escollir
per dissenyar els oligonucleodtids antisentit, també existeixen i

estan conservades en els oocits de Xenopus (Figura R-1.2.).
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ASCD3911 5’ tgtacacacacagcttcctgtg 3’
Xenopus ’40caacagcacccagcttcttaga’©?

ASCD3922 5’ ctgggctacatgctgaacttgaccaaca 3’
Xenopus 1372t tggctatatgectgaacctgaccaatat?®?

Figura R-1.2: Comparacié de les seqiéncies a partir de les quals es van
dissenyar els oligonucleotids ASCD3911 i ASCD3922, amb la seqUéncia
nucleotidica de la NTPDasal de Xenopus laevis. En vermell es marquen

els nucleotids no coincidents.

Tal i com mostra la figura R-1.2., el grau de similitud entre
ASCD3922 i la seqUencia corresponent de la NTPDasal de
Xenopus és molt més gran que en el cas de ASCD3911. Aquest
fet concorda amb els resultats exposats en I'apartat seguent, on
vam poder comprovar que, efectivament, [I'oligonucledtid
ASCD3922, que presenta una major homologia en la segUéncia,
també aconsegueix una major inhibicidé de la expressié de la

proteina.

1.2 Validacié dels oligonucleotids ASCD3911 i
ASCD3922

Un cop obtinguts els oligonucledtids antisentit, vam voler
comprovar si realment funcionaven com a bloquejants de la
proteina CD39. Com ja s'ha dit, els enzims de la familia de les
NTPDases, com la CD39, hidrolitzen nucledtids trifosfat i difosfat
fins a nucleotids monofosfat. Aquesta activitat NTPDdasica es pot
determinar mesurant el fosfat inorganic que s'allibera en cada
reaccio d’'hidrolisi de I' ATP.

Vam injectar oocits amb I"ASCD3911 (10 ng/oocit) i odcits amb
I'ASCD3922 (10 ng/oocit) i vam determinar I'activitat NTPDdasica
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de les cellules al cap de 24h, 48h i 72h, tal com es descriu en
I'apartat 5 de Materials i Metodes. Com es mostra en la figura R-
1.3, 'ASCD3922 comenca a fer dismunuir I'activitat NTPDdsica
de manera significativa al cap de 48h de la injeccid en I'odcit |,
al cap de 72h, la inhibicid és superior al 50%. En canvi,
I"ASCD3911 sembla no donar tan bons resultats i no observem

una inhibicié significativa fins al cap de les 72h d’injeccio.

24h

fmals Fifoocyte/min.

ﬂj
Visterinjocted | =]
=
D_4

Antisense
ASCD3911

T+
:’.
Iy
:’.

MNon-injected
Water injected
Antisense
ASCD3911
Antisense
ASCD3922

MNon-injected
Water injected
Antisense
ASCD3I91N
Antisense
ASCD3922

Mon-injected
Antisense
ASCD3922

Figura R-1.3: Mesura de I'activitat NTPDasica en els oocits de Xenopus injectats
amb ASCD3911, ASCD3922 i control al llarg del temps: 24h, 48h i 72h.

En la figura R-1.4. es mostra la cinetica de formacié de Pi al llarg
d'un periode de 45 minuts en oocits control i oocits injectats 48h
abans amb els oligonucleotids antisentit. En comparacié amb
els ooOcits control, s’observa una disminucié de la formacié de Pi
en els oocits injectats amb els anti-CD39, sobretot en aquells
injectats amb ASCD3922, des dels minuts inicials de I'experiment

i assolint nivells maxims cap al minut 35.
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Figura R-1.4: Deteccié del Pi format exiraceliuvlarment
(veure apartat 5 de Materials i Métodes) mesurant
I'absorvancia a una longitud d’ona de 660nm, al llarg de 45
min després de 48h des de la injeccié de I'ASC3911 i
I'’ASCD3922 en els oocits.

Considerant aquests resultats, vam escollir I'oligonucleotid
antisentit ASCD3922 per readlitzar els experiments d'alliberacid
d'ATP induida per estrés hipertonic i determinar-ne la implicacid
de la NTPDasal (CD39).

En primer lloc, es va registrar simultaniament, amb la tecnica de
fixacié de voltatge amb dos electrodes (veure apartat 7 de
Materials i Métodes), I'alliberacié d'ATP i els corrent idnics en
oocits estressats amb una solucid hipertonica. El medi hipertonic
induia la produccidé d'un corrent d’'entrada i I'alliberacid d'ATP

en els oocits (Figura R-1.5).
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V=-70 mV
1.2 4

1.0 1

EOOnAI_ 08 |
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Figura R-1.5: Registre simultani de I'alliberacié d'ATP i dels corrents ionics en
un sol oocit estressat amb una solucié hipertonica. (A) Registre d'un oocit
sotmés a un medi hipertonic dos minuts abans de I'experiment. Part superior:
voltatge de la membrana, fixat a -70 mV. Part del mig: corrent de
membrana. Part inferior: alliberacié d'ATP, on es va afegir una dosi d’ATP
coneguda (1.2 pmol) per poder evaluar-ne I'alliberacid. (B) Alliberacid
d'ATP en funcié del corrent i del temps (cada punt representa I'ATP alliberat
en funcié de I'amplitut de corrent durant cada minut de registre des del

minut 4 fins al 20) (n=20) (extret d'Aleu et al., 2003).

Un cop determinat I'efecte del fractament hipertonic en els
corrents ionics i I'alliberacié d’ATP en oocits control, es va
registrar el corrent ionic i I'alliberacié d'ATP en oocits injectats
40-72h abans amb I'antisentit per la CD39. Es va observar com
I'antisentit per la CD39 reduia de manera significativa
I'alliberacié d'ATP i el corrent idnic després de 13 minuts

d'exposicid hipertonica (Figura R-1.6).
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Figura R-1.6. Corrents de
membrana activats per
hipertonic i
d’ATP

xoc
alliberacié en
oocits injectats amb un
oligonucleotid antisentit
complementari al mRNA
de CD39. Panell superior:
mitjana de I'amplitud del
corrent en cada minut
de

injectats

registre en oocits
amb
(n=8) i
injectats amb I'antisentit
de CD39 (n=13).
inferior: Alliberacié d'ATP

aigua
(control) odcits

Panell

en funci®é del corrent i

del temps (cada punt
representa I'ATP alliberat

en funcid de I'amplitut

de corrent durant cada minut de registre des del minut 7 fins al 20) (extret

d'Aleu et al., 2003).

El conjunt de resultats obtinguts en I'estudi d'alliberacié d’'ATP

en condicions d'estrés hipertonic van ser publicats per Aleu et

al.,, 2003 en I'article Release of ATP induced by hypertonic

solutions in Xenopus oocytes, que es pot consultar en I'apartat

Annex 1.
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Aqguest capitol correspon a I'article Endogenous hemichannels
play a role in the release of ATP from Xenopus oocytes, publicat
a la revista Journal of Cell Biology, 206:95-102 (2006).

En ell es descriu en primer lloc la preséncia d'un corrent
d'entrada d’'activacid lenta durant la perfusié dels odcits de
Xenopus amb una solucié lliure d'ions divalents. Quan s'afegeix
de nou al medi una solucié que conté calci, aquest corrent
s'inactiva d'una manera reversible. S'observa que, un cop
activat, aquest corrent es pot inhibir utilitzant octanol o acid
flufendmic, dos inhibidors de les unions gap.

Aixi mateix, es descriu, a fravés de tecniques d'injeccid i
expressid de cRNA en els oodcits, la dependéncia d'aquest
corrent sensible a calci de I'expressid de |la proteina connexina
38 (Cx38). Injectant en els odcits un RNA antisentit contra la
Cx38 (ASCx38) s'observa una important disminucié del corrent
sensible a calci. En canvi, en oocits que sobrexpressen la Cx38,
s'observa un augment significatiu d’aquest corrent.

Per altra banda, es demostra el pas de Lucifer Yellow (LY) a
través dels hemicanals formats per Cx38 en presencia de la
solucio lliure d’ions divalents, indicant una relacié entre la
generacié del corrent d'entrada i I'obertura dels hemicanals.

En un segon bloc experimental d'aquest article s’estableix una
relacié entre I'activacié de la Cx38 i I'alliberacié d'ATP.
Mitjancant el metode de mesura basat en la reaccié de la
luciferina-luciferasa, es mostra que, durant la incubacié dels
oocits amb la solucié sense calci, es produeix una alliberacié
d'ATP gque és inhibida quan els odcits s'incuben amb octanol o
acid flufendmic o quan s'injecten amb I'ASCx38. En canvi, quan

es sobrexpressa la Cx38 en els oodcits, I'alliberacid d'ATP
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augmenta. A més a més, s'observa que quan es produeix un
corrent d'entrada inespecific que no és degut a I'activacié de
la Cx38, no es detecta alliberacié d’ATP.

Finalment, també es demostra que I'dlliberacié d'ATP induida
per xoc hipertonic descrita en resultats anteriors del labratori
(Aleu et al., 2003) no es produeix a través de la Cx38.

S’ha transcrit infregrament la versié final publicada de l'article,
amb I'dnic canvi dels nOmeros de les figures que, per unificar el
criteri amb la resta de figures del treball, s’han renombrat com a
R-2.1 fins a R-2.7.
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Endogenous hemichannels play a role in the release of

ATP from Xenopus oocytes

Laia Bahima!, Jordi Aleu'!, Marc Elias!, Mireia Martin-Satué!, Ashraf

Muhaisen?, Joan Blasi', Jordi Marsal!, and Carles Solsona™™

Laboratory of Molecular and Cellular Neurobiology, Department of
Pathology and Experimental Therapeutics, IDIBELL-Medical School,
University of Barcelona, Bellvitge Campus, Feixa Llarga s/n, E-08907
L'Hospitalet de Llobregat, Spain.

2Parc Cientific de Barcelona, Cellular Neurobiology, Josep Samitier 1-5,

E-08028 Barcelona, Spain.

2.1 ABSTRACT

ATP is an electrically charged molecule that functions both in
the supply of energy necessary for cellular activity and as an
intercellular signaling molecule. Although confrolled ATP
secretion occurs via exocytosis of granules and vesicles, in some
cells, and under certain conditions, other mechanisms control
ATP release. Gap junctions, intercellular channels formed by
connexins that link the cytoplasm of two adjacent cells, control
the passage of ions and molecules up fo 1 kDa. The channel is
formed by two moieties called hemichannels, or connexons,
and it has been suggested that these may represent an
alternative pathway for ATP release. We have investigated the
release of ATP through hemichannels from Xenopus oocytes that
are formed by Connexin 38 (Cx38), an endogenous, specific
type of connexin. These hemichannels generate an inward

current that is reversibly activated by calcium-free solution and

99




Resultats 2

inhibited by octanol and flufenamic acid. This calcium-sensitive
current depends on Cx38 expression: it is decreased in oocytes
injected with an antisense oligonucleotide against Cx38 mRNA
(ASCx38) and is increased in oocytes overexpressing Cx38.
Moreover, the activation of these endogenous connexons also
allows transfer of Lucifer Yellow. We have found that the release
of ATP is coincident with the opening of hemichannels: it is
calcium-sensitive, is inhibited by octanol and flufenamic acid, is
inhibited in ASCx38 injected oocytes, and is increased by
overexpression of Cx38. Taken together, our results suggest that
ATP is released through activated hemichannels in Xenopus

oocytes.
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2.2 INTRODUCTION

Purinergic signaling is present in almost any organ in which
ATP acts through P2Y or P2X receptors (Burnstock, 2004b). Whilst
the function of P2 receptors is well understood, little is known
about the mechanism of regulated ATP release from different
cell types. Because of its negative charge, ATP does not cross
the plasma membrane, and cells secrete ATP, either alone or
together with other mediators, by exocytosis of vesicles or
granules. However, it has been suggested that ATP is also
released from cells, in a regulated manner, via proteinaceous
routes that cross the plasma membrane. Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator Protein (CFTR) was the first protein
believed to be ATP permeable. Although contradictory results
have been reported, a recent paper reveals that ATP release
from retinal pigmented epithelium is mediated by both vesicular
exocytosis and CFIR (Reigada and Mitchell, 2004). In addition,
the maxi-anion channel has also been reported to mediate
electrogenic release of ATP (Bell et al., 2003; Sabirov and Okada,
2004), whilst the ectoenzyme NTPDase has been implicated in
ATP release under certain restricted conditions (Bodas et al.,
2000; Aleu et al., 2003). Finally, connexins have also been linked
to the release of ATP (Coftrina et al., 1998).

In many organs and tissues, functional and metabolic cell
synchronization is achieved by electrical coupling through gap
junctions. These structures allow inter-cytoplasmic
communication between neighboring cells. Each gap junction is
composed of two multimeric subunits known variously as

connexons, hemi-gap junction channels, or simply hemichannels
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(Trexler et al.,, 1996). These hemichannels are hexameric
complexes of connexins, a family of membrane proteins
containing  four-span  transmembrane  regions, usually
designated Cx followed by the apparent molecular mass of the
protein. In humans, 20 different connexins have been described.
The electrophysiological properties of gap junctions are
mimicked by hemichannels, which can be present at the
plasma membrane as unpaired connexons (for review, see
Evans & Martin, 2002; Saez et al., 2003a; Ebihara, 2003). The
existence of unpaired connexons raises the question of whether
they play a physiological role in the non-junctional plasma
membrane, opening transiently like narrow windows to permit
the exchange of small molecules.

Functional hemichannels containing Cx 43 have been
described in cardiac myocytes (John et al., 1999; Kondo et al,,
2000), astrocytes (Cotrina et al.,, 1998; Contreras et al., 2002;
Stout et al., 2002), and osteoblast-like cells (Romanello &
D’'Andrea, 2001), and hemichannels based on Cx26 have been
described in the outer retina (Kamermans et al., 2001). In
Xenopus oocytes, hemichannels formed from endogenous Cx38
have been described (Ebihara, 1996), being permeable to
polyamines after removal of divalent cations (Enkvetchakul et
al., 2003). In previous reports, we have assessed some of the
mechanisms of regulated ATP release from Xenopus oocytes
(Bodas et al., 2000, Aleu et al., 2003). In the present study, we
have investigated the permeability of endogenous Cx38 hemi-

gap junction channels to ATP.
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2.3 MATERIALS AND METHODS

Solutions and chemicals

Isotonic Normal Ringer solution (NR, 238 mosmol |-') contained
(mM) 115 NaCl, 2 KCI, 10 (N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-
ethanesulfonic acid], HEPES/NaOH), 1.8 CaClz, 1.8 MgCl2 (pH
7.4). Ca?*-free solution contained (mM) 115 NaCl, 2 KCI, 10
(HEPES/NaCOH), 2 EDTA (pH 7.4). Modified Ringer solution (MNR)
contained (mM) 115 NaCl, 2 KCI, 10 (HEPES/NaOH), 1.8 CaClz, 10
MgClz (pH 7.4). Modified Barth's solution (MBS) contained (mM)
88 NaCl, 1 KClI, 2.4 NaHCOs3, 20 HEPES, 0.82 MgSQO4, 0.33 Ca(NQOsa)2,
0.41 CaClz (pH 7.5), supplemented with 100 IU mI! penicillin and
0.1 mg ml! streptomycin. Hypertonic solution (HS) was prepared
by adding mannitol to NR at a final concentration of 360 mM,
resulting in an osmolarity of 552 mosmol I, as measured in a 5520
Wescor Osmometer.

Octanol, Flufenamic acid and Nystatin were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO; Madrid, Spain). All drugs were
dissolved in DMSO - Dimethyl Sulfoxide.

Preparation of Xenopus oocytes

Mature female frogs (Xenopus laevis) were purchased from
Centre d'Elevage de Xenopes (Montpellier, France). Frogs were
maintained alive and handled in accordance with EU
regulations and under the supervision of the Council for Animal
Research Ethics of the University of Barcelona. Oocytes were
prepared as follows: frogs were anaesthetized in cold distilled

water containing 1.7 g I fricaine (ethyl 3-aminobenzoate
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methanesulfonic acid; Sigma). Ovarian sacs were extracted by
sterile surgical procedures and placed in MBS. The frogs were
then immediately placed in a small water tank until they started
to swim. Approximately 3 months after the first surgery, the frogs
underwent contralateral surgery and were killed by decapitation.
Stage V and VI oocytes were collected using fine-tipped forceps
and maintained at 16-17 °C in MBS. The follicle envelope was
removed by treatment with 0.5 mg ml' collagenase TA (Sigma)
in NR for 45-50 min.

Depletion of endogenous Cx38 expression from

Xenopus oocytes

An anfisense oligonucleotide complementary to Cx38 mRNA
(ASCx38), 5-GCTTTAGTAATTCCCATCCTGCCATGTTTC-3' (Barrio et
al., 1991), was synthesized by Invitrogen-Life Technologies S.A.,
Barcelona, Spain. The oligonucleotide was rehydrated in
ultrapure water and injected (50 nl, 2 mg ml') into oocytes 24-

48h before recording to deplete endogenous Cx38 expression.

Cloning and overexpression of Cx38 from Xenopus
oocytes

Total RNA was purified from Xenopus oocytes using the
Ultraspect RNA isolation system (Biotecx, Houston, TX). 5 ug of
total RNA were reverse transcribed using the First-Strand cDNA
synthesis kit (Amersham Biosciences, Barcelona, Spain)
according to the manufacturer instructions, and the resulting
product was amplified by PCR with the following primers:
forward 5' ATGGCAGGATGGGAATTACTAAAGCT 3’ and reverse
5" AACATACTGCTIGCITGGAAGAGG 3’ (Invitrogen S.A.,
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Barcelona, Spain). The cDNA (from nucleotide 121 to 1123 of
Gene Bank Acc No 214045) was cloned intfo the pSTBlue-I
vector (Novagen, Madrid, Spain) and full-length sequenced.

pSTBlue-1-Cx38 plasmid (10 pg) was used as a template for in
vitro transcription using the mCAP RNA Capping Kit (Stratagene,
Barcelona, Spain). The cRNA obtained was injected (50 nl, 1-2
mg ml') info oocytes 3 days before membrane current

recordings.

Electrophysiological records

Whole-cell recordings were performed wusing a two-
microeléctrode voltage-clamp configuration. The voltage and
the current microeléctrodes were filled with KCI (3 M) and had
resistances ranging from 1 to 2 Mii. The bath electrode was an
Ag-AgCl pellet that made contact with the recording solutions
through an agar bridge. Membrane potential and current were
digitized through a Digidata-1200A converter (Axon Instruments).
The board was controlled by the Whole Cell Analysis Program
(kindly provided by John Dempster, University of Strathclyde, UK).
The signal was filtered at half the frequency of acquisition.
Solutions were changed by gravity and controlled by

electrovalves (ALA, Scientific Instruments, New York).

Dye-injection studies and dye release

Lucifer Yellow (LY, Sigma) was injected (9.2 nl, 50 mg ml!) into
each oocyte 6h prior to analysis. For measurement of LY release,
a group of 20-50 defolliculated oocytes was placed in a conical
flask containing 1 ml of NR solution. After 5 minutes, the oocytes

were washed and the NR solution was replaced with 1 ml of a
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Caz*-free solution. After 8 minutes, the release of LY was stopped
by replacing the solution with 1T ml of NR solutfion for 5 minutes.
During incubation with NR or Ca?*-free solution, 25 pl samples
were taken every 30 seconds and transferred to a fluorimeter
cuvette containing 500 ul of distiled water. The amount of LY
released was determined using an F-2000 fluorescence
spectrophotometer (Hitachi) with the excitation filter set at 428

nm and emission at 520 nm.

Preparation of luminescent reaction

A vial of luciferase extract lantern from Photinus pyralis (Sigma)
was re-suspended in 1 ml of MNR and desalted in a 10 ml, 10 DG
column (Biorad) equilibrated with MNR. In experiments using
hypertonic solution, HS was used for resuspension of luciferase
and column equilibration. 200 upl of D-luciferin (2.5 mg mlT;
Boehringer Mannheim) was added to the eluate and the
resulting suspension was centrifuged for 30 s in a bench-top
cenftrifuge. The eluate was frozen and maintained at -20 °C prior

fo use.

Measurement and analysis of ATP release from oocytes
For measurement of ATP release and its inhibition by flufenamic
acid and octanol, three groups of 20-50 defolliculated oocytes
were placed in a conical flask containing 500 ul of NR solution.
One group was quickly washed four times with 500 ul of 50 uM
flufenamic acid in Ca?-free solution and another group was
washed with 500 yl of T mM octanol in Caz+-free solution. Control

oocytes were washed in Ca?*-free solution alone. Every 2
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minutes, a 30 pl sample was taken to measure the amount of
ATP released.

For measurement of the inhibition and increase of ATP release,
the oligonucleotide ASCx38 or the Cx38 cRNA were injected into
a group of 20-50 oocytes. 48nh after injection, the oocytes were
defolliculated, placed in a conical flask containing 500 ul of NR
solution and quickly washed four times with a Ca2+-free solution.
Water-injected oocytes were used as controls. Samples of 30 pl
were taken every 2 minutes for ATP determination as follows:

A hemolysis tube containing 300 ul of MNR solution was placed
in a dark chamber. The following reagents and samples were
added sequentially: 40 ul of luciferase-D-luciferin mixture, 25 ul of
sample, and two known doses of ATP that were used as
standards to calculate the amount of ATP released from oocytes
by comparing the peak areas or amplitudes. Light from the
luminescence reactions was captured by a photomultiplier
(R374; Homamatsu Photonics lberica, Spain), amplified with a
5A22N Tektronix operational amplifier, filtered through a Bessel
type filter at 3 Hz (Frequency Devices, MA), and digitized on a
486 PC using a TL-1 Labmaster card (Axon Instruments, Foster
City, CA) controlled by AXOTAPE 1.2.01 software (Axon
Instruments). Data in ASCII format were analyzed and the area
under the curve was calculated using the WIN WHOLE CELL
ANALYSIS V3.0.2 program and SIGMAPLOT 4.01 and 8.0.

For measurement and analysis of ATP release in single oocytes
freated with nystatin we followed a procedure described
elsewhere (Bodas et al.,, 2000). Briefly, one oocyte, 48h after
injection with ASCx38, was placed in the recording chamber

and the two electrodes were inserted. To test the effect of
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ASCx38, the oocyte was bathed with calcium-free solution for a
minute and returned to NR. The oocyte was then perfused with
NR + 100 uM nystatin and, when a current about 1500 nA was
recorded, the flux was stopped and a small volume (20 ul) of
luciferin-luciferase mixture was added to the recording chamber,
which was completely light-proof. The light generated by the
enzymatic reaction was fransmitted through six optic fibers
placed in front of the six planes of the recording cuvette. The
end of the optic fibers was focused in front of a photomultiplier
(Homamatsu, R374) and controlled by a slit. The resulting electric
signal was amplified in a P16 Grass amplifier (USA), filtered at 5
Hz in a Bessel filter (Frequency Devices, USA) and collected by a
BNC-2090 card (National Instruments). To calculate the amount
of ATP released, a known dose of ATP was added through a third
pipette, with an electronic nanoinjector (Nanoject, Drummond).
This dose was registered 10 min after starting the
electrophysiological recording in NR + 100 yM Nystatin, which

was made at room temperature (22-23 °C).

Measurement of ATP total amount in oocytes

For measuring the content of ATP in oocytes, one oocyte was
placed in an Eppendorff tube containing 30 pl NR + 5% TCA
(Trichloroacetic acid). The oocyte was homogenized and,
following centrifugation, the supernatant was mixed with 1 ml. of
ether saturated with water to exiract the TCA (this process was
repeated five fimes).

Samples of 1-10 yl were taken for ATP determination as follows: a
hemolysis fube containing 300 pl of MNR solution was placed in a

dark chamber. The following reagents and samples were added
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sequentially: 10 ul of luciferase-D-luciferin mixture, 1-10 ul of
sample, and two known doses of ATP that were used as
standards to calculate the content of ATP in oocytes by
comparing the peak areas or amplifudes. Light from the
luminescence reactions was captured by a photomultiplier
(R374; Homamatsu Photonics Iberica, Spain), amplified with a
5A22N Tektronix operational amplifier, filtered through a Bessel
type filter at 3 Hz (Frequency Devices, MA), and digitized on a
486 PC using a TL-1 Labmaster card (Axon Instruments, Foster
City, CA) controlled by AXOTAPE 1.2.01 software (Axon
Instruments). Data in ASCII format were analyzed and the area
under the curve was calculated using the WIN WHOLE CELL
ANALYSIS V3.0.2 program and SIGMAPLOT 4.01 and 8.0.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Sigma Stat 2.02 software
(SPSS, Chicago, IL, USA). Values given in the text correspond to
the mean * S.E.M. Student’s t-test was used to compare two
group means of normally distributed data. A significance level of

p < 0.05 was adopted in all comparisons.
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2.3 RESULTS

The calcium-sensitive current is inhibited by octanol
and flufenamic acid

Xenopus oocytes perfused with a calcium-free solution showed
a slowly activated inward current that was reversibly inactivated
when the calcium-containing physiological solution was
replaced. After 1 minute of perfusion with the calcium-free
solution, the amplitude of the current was 760 £ 65 nA (n=53).
The inactivation of the current after replacing calcium was faster
than its activation in calcium-free medium (Figura R-2.1). Once
activated, the current was inhibited by 1.5 mM octanol in
calcium-free solution. The inhibition was 88.2 + 4.9 % (Figura R-
2.1A). A similar effect was obtained using 50 uM flufenamic acid,

which caused a 76.6 + 2.8 % inhibition (Figura R-2.1B).
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A 0 mM Ca”, 0 mM Ca”, Octancd 1.5 mM
EDTA 2mM EDTA2ZmM [
nR NR
L7A VAV .
400 nA
1 min
B 0mM Ca”, Flufenamic acid 50 M
0 mM Ca”™, EDTA 2mM EDTA 2mM
NR I MR

400 nA

1 min

Figura R-2.1: Xenopus oocytes exhibit a large calcium-sensitive current that is
inhibited by octanol and flufenamic acid (A) Oocytes display a large current
induced upon removal of external calcium. The current was reversibly closed
when oocytes were perfused with NR solution, and inhibited when octanol was
added to the calcium-free solution. (B) The addition of flufenamic acid to the
calcium-free solution inhibited the current induced by removing external

calcium. Holding potential -60 mV. Bath solutions were changed as indicated.

The calcium-sensitive current depends on Cx38
expression

To demonstrate the direct implication of Cx38 in the activation
of the inward current in a calcium-free medium, Xenopus
oocytes were injected, 48 h before recording, with the antisense

oligonucleotide ASCx38, to decrease Cx38 expression, and with
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Cx38 cRNA, to overexpress Cx38. In oocytes injected with
ASCx38, a significant reduction (70%) in the amplitude of the
calcium-sensitive current was observed (Figura R-2.2). The mean
amplitude of the current after 1 minute of activation was 830 +
202 nA and 268 + 64 nA (p<0.05) in control and ASCx38-injected
oocytes respectively. Replicates were obtained from 6 different
donors. In oocytes injected with Cx38 cRNA, a significant
increase (207%) in the amplitude of the calcium-sensitive current
was observed (Figura R-2.3). The mean amplitude of the current
after 1 minute of activation was 853 + 48 nA and 1767 + 85 nA
(p<0.001) in confrol and Cx38 cRNA-injected oocytes
respectively. Replicates were obtained from 3 different donors.

Figura R-2.2: The calcium-
A 0mMCa",

" EDTA 2mM " sensitive current displayed by
I
ZZ2 L ]

W ASCx38
Control

Xenopus oocytes decreases by
depletion of endogenous Cx38.
(A) A large current was
observed in confrol oocytes,
400 A induced upon removal of
external calcium. Cx38

1 min antisense oligonucleotide
(ASCx38)-injected Xenopus
oocytes demonstrate a
markedly reduced calcium-

1400 4

1200 4 sensitive current. The ASCx38

1000 - was injected info oocytes 48 h
T a0 before recording. (B) A
% 600 . significant reduced calcium-
01 T sensitive current was recorded
200 4
ASCx38-injected oocytes.
o Control ASCx38

Oocytes were clamped at -60

mV. Bath solutions were changed as indicated. *p<0.05, n=10.
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0 mM Ca”, EDTA 2mM
Figura R-2.3: The calcium-

M
Control
Cx38  sensitive current displayed by
Xenopus oocytes is increased
by overexpression of Cx38 (A)

400 nA
The current activated by the

1 min removal of external calcium
was enhanced in all batches of
oocytes injected with Cx38

B CcRNA. (B) A significantly

25007 rw increased  calcium-sensitive

2000 { [ current was recorded in Cx38

1500 CcRNA-injected oocytes

Current (nA)

Oocytes were clamped at -60

1000 1 T

mV. Bath solutions were
501 changed as indicated.
ol *#45<0.001, n=30.

Control Cx38

Lucifer Yellow flows through Cx38 hemichannels

If the opening of Cx38 hemichannels is involved in the
generation of the inward current generated in the absence of
free calcium ions, then small molecules (<1 KDa) should also flow
through the open hemichannel. To assess small molecule
permeability, oocytes were preloaded with LY. In 8 out of 10
experiments we observed a leak of LY when the oocytes were
bathed in calcium-free solution. The release was sustained for at
least 10 min and was stopped when the calcium-free medium
was replaced with a calcium-containing solution. This release of
LY was prevented in oocytes incubated with 1.5 mM octanol or
50 uM flufenamic acid (Figura R-2.4A) or previously injected with
ASCx38 (Figura R-2.4B). Furthermore, throughout the time in
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which the oocyte was perfused with the calcium-free solution,

the current was activated (Figura R-2.4C).

08

520 nm

emission i

0.8 q

0.6

emission 4=520 nm

0.6 1

0.4 4

0.2 A

0.2 4

0 mM Ca™ EDTA 2 mM

NR (N R
I 7774 (T,

—0O— Control
—&— Octanol
—&— Flufenamic acid

Time (min)

0 mM Ca™, EDTA 2 mM

—O— Control
—&— ASCx38

Time (min)

Figura R-2.4: Lucifer Yellow (LY)

release from Xenopus oocytes

LY was injected into oocytes éh
prior to analysis and its release
was evaluated by measuring
light emission at 520 nm in the
supernatant of a group of

oocytes immersed in the

indicated solufions. A clear
increase in dye release was
induced by calcium-free
solution in control oocytes (o);
this sfopped when calcium was
added to the medium. (A) In
contfrast, oocytes incubated
with 1.5 mM octanol (e) or 50
uM flufenamic acid (A) and (B)
oocytes
with ASCx38 (A) did not show

such an increase in LY release

previously injected

upon removal of external

calcium. (C) The calcium-sensitive current is activated for prolonged periods,

up to 10 min. Note that the scale of current amplitude is different to that

presented in Figures 1, 2, and 3.

ATP is released through hemichannels

The results presented here predict that ATP will be released

through hemichannels formed by Cx38 when oocytes are

incubated in calcium-free media. To assess this possibility, we

used the highly sensitive luciferase-D-luciferin method to detect

114




Resultats 2

ATP release from Xenopus oocytes. Incubation of oocytes with
calcium-free solution resulted in an ATP release of 0.04 + 0.023
pmol ATP oocyte! min! (n = é), which was prevented by 1.5 mM
octanol or 50 uM flufenamic acid (Figura R-2.5A). After 10 min of
incubation with calcium-free solution, the inhibition caused by
octanol and flufenamic acid was 66 % and 61 % respectively,
compared with untreated controls. Similarly, after 10 minutes of
incubation, ASCx38-injected oocytes showed a 72% inhibition of
ATP release (n=4) compared with water-injected controls (Figura
R-2.5B). Moreover, ATP release showed a 300% increase (n=3) in
Cx38 cRNA-injected oocytes compared with water-injected
conftrols (Figura R-2.5C).

The differences in total amount of ATP in the different groups of
oocytes were not statistically significant; 1615 £+ 392 pmol ATP
oocyte! for control oocytes, 1302 + 127 pmol ATP oocyte! for
ASCx38 injected oocytes and 1720 + 323 pmol ATP oocyte! for
MRNA Cx38 injected oocytes. (n=35).
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—&— Octanol
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Figura R-2.5: Cx38 mediates
ATP release induced by a
calcium-free solution in
Xenopus oocytes A group of
oocytes was placed in a small
volume of calcium-free solution
in the presence or absence of
the indicated gap junction
blocker. The content of ATP in
the supernatant was measured
via the chemiluminescent
reaction of luciferin-luciferase.
The results were normalized fo
the amount of ATP measured
after 10 minutes in the calcium-
free solution. (A) The gap
junction inhibitors  flufenamic
acid (A) and octanol (e)
caused a significant reduction
in ATP release upon removal of
external calcium, compared
with control oocytes (o). (B)
Injection of ASCx38 into
oocytes (A) produced a
significant inhibition of ATP
release  when they were
placed in a calcium-free
solution, compared with water-
injected controls (o). (C) Cx38
CRNA injection (A) produced a

significant increase in ATP release in the absence of external calcium,

compared with water-injected controls (o). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=4.
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The current activated by nystatin does not induce ATP
release in Xenopus oocytes with Cx38 depletion

ASCx38 injected oocytes showed a significant reduced calcium
sensitive current after 1 minute of perfusion with calcium-free
solution that was reversibly inactivated when calcium was
replaced. During long periods (up to 10 minutes) of nystatin (100
HMM) incubation, a large inward current was recorded but no ATP
release was detected. Because these experiments were done in
the absence of divalent chelating agents -the lack of interaction
of EDTA with Mg?+ allowed us to measure the light generated
when ATP interacts with the luciferin luciferase mixture- we
recorded the nystatin induced current and the light emitted
during ATP release simultaneously (Figure 6). The amplitude of
the current induced by nystatin was larger than the native
calcium sensitive currents but no ATP release was detected in

any of the 6 experiments .
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763 fmol ATP

5 min
Luciferin-Luciferase

oca™ 100 puM Nystatin
I R

1000 nA

Figura R-2.6: Nystatin does not induce ATP release in Xenopus oocytes with
Cx38 depletion The ASCx38 was injected intfo oocytes 48 h before recording.
The experiment was done using a single cocyte previously injected with Cx38
antisense oligonucleotide (ASCx38). The ococyte showed a markedly reduced
calcium-sensitive current reversibly inactivated when calcium was replaced.
Because of its small amplitude, it cannot be seen on the graph. Perfusion with
100 UM nystatin produced a large inward current. When that current was near
1500 nA, the flux was stopped (arrowhead) and a small volume (30 ul) of the
luciferin-luciferase mixture was added to reveal, simultaneously, the ATP
release and the activation of unspecific inward current. After 3 minutes of
recording, the current was sfill activated, no exiracellular ATP was detected,
and then a known dose of 763 fmol of ATP was added to test the sensitivity of
the reaction. Oocytes were clamped at -60 mV. Bath solutions were changed
as indicated by bars. Note that when the flux was stopped, the inward current

diminished, but contfinued increasing after a while.
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Hemichannel inhibitors and ASCx38 have no effect on
ATP release induced by hypertonic solution

Since we have previously reported that hypertonic solutions
induce ATP release (Aleu et al., 2003), we tested whether this
effect is mediated by Cx38. ATP release induced by hypertonic
solution (0.05 + 0.008 pmol ATP oocyte! min') was not inhibited
by octanol (0.06 £ 0.019 pmol ATP oocyte! min') or flufenamic
acid (0.05 + 0.014 pmol ATP oocyte min-'), as shown in Figura R-
2.6 (n = 4). In addition, injection of oocytes with ASCx38 did not

modify ATP release under these conditions (data not shown).

1 pmol ATP

Y

Figura R-2.7: Hypertonicity induces ATP

5 min release from oocytes via a hemichannel-

Hypertonic solution (HS) ] independent pathway ATP release can be

induced by hypertonicity. 10 oocytes

were placed into a tube containing

hypertonic  solution and a luciferin-

1 pmol ATP luciferase mixture, and the release of ATP
' was measured continuously. Upper graph:
ATP release in control oocytes placed in

5 min

hypertonic solution (HS). At the beginning

=%

| HS + Octanol 2 mM of the recording, 1 pmol of ATP was

added (arrowhead). A slow release of ATP
started after 10 minutes of incubation.

1 pmol ATP
' Octanol and flufenamic acid, known
inhibitors of connexins, did not inhibit the

release of ATP (middle and lower graph).

5 min

| HS + Flufenamic acid, 50 yM |
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2.4 DISCUSSION

In organs and fissues, gap junctions couple electrically
and metabolically neighboring cells, contributing to their
synchronization. Members of the connexin protein family form
hexameric polymers that connect with the hexamer of the
adjacent cell, establishing an aqueous pore that allows the flow
of ions and low molecular mass metabolites between the cells.
However, connexin hexamers, also known as connexons,
connexin  hemichannels, or simply hemichannels, may be
inserted in the plasma membrane without forming a gap
junction channel with the adjacent cell. This phenomenon may
be associated with the cellular turnover of connexins,
representing a transient form unfil it is connected to the
complementary hexamer of an adjacent cell to form a gap
junction (Bennett et al., 2003). Alternatively, it might represent an
isolated functional structure with an independent physiological
role (Bennett et al., 2003).

Litfle is known about the «cellular and molecular
mechanisms of ATP release. Various possibilities have been
suggested, each of which may be related to the specific
biological model employed.

Several reports have highlighted the link between connexin
expression and ATP release in cultured astrocytes (Cotrina et al.,
1998; Cotrina et al., 2000; Stout et al., 2002; Arcuino et al., 2002;
Stout et al., 2003), in which extracellular ATP mediates the
propagafion of calcium waves. However, the cellular
heterogeneity of these cultures, together with a recently
identified exocytotic component of ATP release (Coco et al,
2003; Abdipranoto et al., 2003) raises doubts as to the
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mechanism through which ATP is released in this experimental
model. Furthermore, results obtained using Cx43 knockout mice
indicate that ATP release is independent of calcium wave
propagation in the neocortex (B. Haas, et al., 2004).

To explore whether other connexins are involved in ATP
release, we have used Xenopus oocytes as an experimental
model that represents a highly homogeneous population of cells
from a single donor that exhibit the same qualitative electrical
properties. In our hands, all of the oocytes tested from different
batches of animals displayed the calcium-sensitive inward
current reported by a number of laboratories (Arellano et al.,
1995; Reifarth et al., 1997; Zhang et al., 1998). This current is
activated by solutions devoid of divalent cations (Weber et al.,
1995) and is apparently non-selective, being described either as
cationic or anionic (Ebihara, 1996; see Weber, 1999 for review).
Here, we have demonstrated an inhibition of the calcium-
sensitive current by the gap junction blockers flufenamic acid
and octanol, along with an exquisite dependence on the levels
of expression of Cx38. Oocytes injected with ASCx38 exhibited
significantly lower currents, whilst those injected with Cx38 cRNA
displayed significantly higher currents than conftrols. These results
are consistent with those of previous studies (Ebihara et al., 1989,
Barrio et al., 1991) and, taken together, support the view that the
calcium-sensitive current is exclusively due to the opening of
hemichannels formed by endogenous Cx38.

To further confirm this relationship between Cx38
hemichannels and the calcium sensitive current, we have shown
that during the period of time in which the current is activated,

small molecules such as the fluorescent marker LY are released
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from injected oocytes. The release of LY was inhibited by the
gap junction inhibitors octanol and flufenamic acid. Moreover,
this release of LY is also dependent on the level of Cx38
expression. Consistent with this, the release of polyamines such
as spermidine has been reported under the same experimental
conditions used in this study (Enkvetchakul et al., 2003).

In this study, we have established a relationship between
the opening of hemichannels and ATP release. In a previous
work, we developed a method to measure the release of ATP
from a single cocyte under voltage clamp recording conditions
(Bodas et al., 2000). In those experiments, oocytes were bathed
in a solution containing luciferin-luciferase. However, in the
present study, we could not use this experimental approach
because activation of the calcium-sensitive current requires that
the concentration of divalent cations (either Ca2t or Mg?*) is very
low, a condition in which luciferin-luciferase does not emit light in
the presence of ATP. To resolve this difficulty, we immersed the
oocytes in a calcium-free solution containing EDTA, removed
aliquots of the supernatant at defined intervals, and then
measured the amount of ATP with luciferin-luciferase containing
an excess of Mg?+.

As occurred with the calcium-sensitive current, gap
junction inhibitors inhibited the release of ATP. Moreover, ATP
release exhibited a strong dependence on Cx38 expression:
oocytes expressing low levels of Cx38 also released less ATP than
confrols. Furthermore, overexpression of Cx38 was correlated
with a higher level of ATP release. These effects are not a
consequence of differences in the content of ATP in oocytes

expressing higher or lower levels of Cx38 so, in our view, these
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results indicate that Cx38 hemichannels permeate for ATP.
Measuring the electrical charge supported by the calcium
sensitive current over a period of 1 min (as the integral of the
contour delimited by the current) and calculating the electrical
charge due to the amount of ATP released, -given a charge of -
3 per molecule-, we estimated that the ATP released conftributed
only 0.1% of the total activated current.

In addition to hemichannels, the classical pathway of
exocytofic release of ATP should also be considered. ATP release
by exocytosis has been described in Xenopus oocytes in
response to mechanical stimulation (Maroto and Hamill, 2001).
However, we ruled out this possibility because the conditions
used -calcium-free solution without mechanical stimulation- do
not support exocytosis.

We tested whether the ATP release described in oocytes
under hypertonic stress (Aleu et al., 2003) is also mediated by
Cx38. The insensitivity of hypertonicity-induced release of ATP to
gap junction blockers indicates that this process is not mediated
by Cx38 hemichannels.

Furthermore, in Cx43 fransfected cells, small changes in
external calcium concentration have been related to changes
in cell volume because non-transfected cells were insensitive to
alterations of external calcium (Quist et al., 2000), suggesting a
role of hemichannels in cell volume control. However, Xenopus
oocytes only respond to drastic changes in osmolarity and, in
addition, the oocytes placed in a calcium-free solution did not
swell (data not shown).

Because of the different experimental strategies that we

have followed to activate an unspecific inward current, the
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question arises as to whether any inward current supports the
release of ATP. Nystatin is an antibiotic that is used fo
permeabilize the cell membrane to monovalent cations. This
property is used to record cell currents in perforated whole cell
patch-clamp configuration (Levitan et al., 1990). Here we show
that nystatin irreversibly induces a large inward current. This is
larger than the calcium-sensitive current but nystatin does not
induce any detectable increase of ATP release. In addition,
because the experiments with nystafin were done in ASCx38
injected oocytes, the results suggest that expression of Cx38 is
necessary for ATP release.

However, recent studies overexpressing Cx43 (Fu et al.,
2004) or in Cx43 null astrocytes (lacobas et al., 2004)
demonstrated an alteration of gene expression. It may be that in
oocytes in which the Cx38 expression is increased or decreased,
other genes may also be activated or inactivated, therefore we
cannot completely rule out the possibility that other proteins
may participate indirectly in the release of ATP.

Until recently, the general view was that exocytosis was
the principal mechanism by which ATP is released from cells,
although a hypothetical membrane pathway could also exist.
However, in the case of Xenopus oocytes, various pathways of
ATP release are present in the same cell: hemichannels, as
shown in the present paper, a brefeldin-sensitive exocytotic
pathway (Maroto and Hamill, 2001), and the electrogenic
release of ATP apparently mediated by NTPDase (Bodas et al.,
2000; Aleu etf. al., 2003). Now, in the light of these results, we
suggest that different cellular and molecular mechanisms of ATP

release coexist in Xenopus oocytes, sustaining an ATP release in
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response to different stimuli. It will now be of interest to see

whether the same molecular mechanisms apply to other cell

types.
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3.1 Obtencio de cRNA de la connexina 32

Per expressar la connexina 32 en els oocits de Xenopus el primer
gue necessitdvem era obtenir el cRNA que injectariem. El Dr. Luis
Barrio, de I'Hospital Ramén i Cajal de Madrid, ens va cedir el
plasmid on hi havia clonada la Cx32 humana. Mitjancant
tecnigues de DNA recombinant (apartat 3 de Materials i
Metodes) vam  poder aillar i purificar  un  cRNA
d'aproximadament 1000pb que coincidia amb I'esperat (Figura
R-3.1).

Marcador Plasmid

(1Kb ladde) pBSxG-Cxa2z  SRNACX32

10000 pb —»
G000 pb —»

&000 pb —»
5000 pb —
4000 pb —»

3500 pb —»
3000 pb —p

2000 pb —»

2500 pb —p

1500 pb —»
1000 pb —p

780 pb —»

Figura R-3.1: Produccié del cRNA de la Cx32.
Després d'obtenir el cRNA de la Cx32, es va
comprovar en un gel d'agarosa que realment la
mida de I'RNA obtingut es corresponia amb

I'esperada, d’aproximadament 1000pb.
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El cRNA obtingut s'injectava en els oocits a una concentracidé 1-
2 mg/ml, en un volum final de 50 nl/oocit, 3 dies abans de fer
I'experiment. Juntament amb el cRNA de la Cx32 també
s'injectava un oligonucleotid antisentit per la Cx38 (2 mg/ml), la
connexina endogena dels oocits de Xenopus, per tal de
bloquejar-la i assegurar-nos que aquesta no interferia en els

resultats obtinguts.

3.2 Activacio de la connexina 32 i alliberacio d’ATP

Per activar la connexina 32 en els odcits injectats vam utilitzar la
técnica de fixacié de voltatge amb dos electrodes (apartat 7
de Materials i Métodes). Vam realitzar un protocol de voltatge
despolaritzant, basat en el protocol descrit per Gdémez-
Herndndez et al., 2003, amb el qual, tenint la membrana de
I'oocit fixada a —40mV, la despolaritzavem fins a +80mV durant
30 segons, retornant després al potencial inicial. En la Figura R-
3.2 observem com, mentre la membrana estd  despolaritzada,
es produeix un corrent de sortida d'aproximadament 1500 nA
(Figura R-3.2B). Quan s'atura I'estimul després de 30 segons, €s
produeix un corrent de cua que finalment retorna a I'estat inicial.
Coincidint amb aquest corrent és quan registrem una alliberacié
d'ATP (Figura R-3.2A).

130




Resultats 3

A 230 fmol ATP

500 nA |

50s

80 mv

-40 mV

Figura R-3.2: Registre simultani d’alliberacié d'ATP i de corrent idnic

estimulat per voltatge degut a l'activacié de la connexina 32. (A)
Alliberacid d’'ATP. (B) Corrent de membrana (noteu que el corrent de
leak que es produeix en la despolaritzacid no esta corretgit) (C)
Voltatge de membrana. En el grafic corresponent a I'alliberacié d’'ATP
s'ha afegit una quantitat d’ATP coneguda per tal de poder evaluar la

qguantitat d'ATP alliberada.

En els registres control, pels quals vam utilitzar oocits Unicament
injectats amb I'antisentit per la Cx38 (ASCx38), no vam registrar
cap corrent de sortida significatiu en despolaritzar I'oocit (Figura
R-3.3). D'acord amb qix0, tampoc vam observar el corrent de
cua gue es produeix en la fase de repolaritzacid, ni tampoc

adlliberacié d'ATP.
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500 fmols
ATP —

500 nA | _

i |

|

+80 my

AVARly mVI |

Figura R-3.3: Registre simultani d'alliberacié d’'ATP i corrent idnic estimulat

per voltatge amb oocits injectats amb ASCx38 (control). No es produeix
cap tipus de corrent en despolaritzar la membrana dels odcits que no

expressen la Cx32.

3.3 Relacio entre l’alliberacié d’ATP i el corrent de cua

Per confirmar la relacié entre el corrent de cua degut a
I'activacié de la Cx32 i I'alliberacié d’'ATP vam analitzar, per una
banda, I'drea del corrent de cua obtingut en cada registre i,
per altra banda, I'dlliberacid d'ATP que s'havia produit. La
qguantitat d'ATP alliberada la mesuradvem posant I'drea del pic
d'ATP obtingut en relacié amb I'area del pic d'ATP de
calibracié de quantitat coneguda que afegiem al final del
registre de voltage clamp.

Tal i com mostra la figura R-3.4, vam obtenir una relacid linial (r 2
= 0,96) entre I'amplitud del corrent de cua i I'alliberacié d'ATP
produida. Es a dir, com més gran era el corrent de cua, més

qguantitat d'ATP s'alliberava.
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400

300 4

200 4

100 +

Alliberacido ATP (fmols)

a 500 2000 4000 G000 8000 10000

Area corrent de cua

Figura R-3.4: Relacié entre el corrent de cua i I'alliberacié d’ATP en
oocits injectats amb Cx32 i ASCx38 (e) i en oocits control injectats
només amb ASCx38 (o).

A més a més, també vam voler comprovar que canvis en el
corrent de cua es fraduien en canvis en I'alliberacié d’'ATP. Per
aix0, després de despolaritzar la membrana, enlloc de fer el
protocol habitual i retornar al potencial inicial (-40 mV), vam
retornar a potencials de membrana diferents (-40 mV, =20 mV, 0
mV, 20 mV, 40 mV) i vam mesurar que passava amb |'alliberacio
d'ATP en cada un d'ells (Figura R-3.5). Degut a que en els
nostres experiments la concentracid d'ATP extracel{ular és
gairebé zero, el potencial d'equilibri per I'ATP té valors molt
positius. D'acord amb aixd, vam observar que com més positiu
és el potencial de retorn, menys quantitat d'ATP s'alliberava, ja

gue es troba més proper al potencial d'equilibri per I'ATP.
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Alliberacid
D'ATP

i

Corrent b

s
g
®
Ega%
23332

Figura R-3.5: Registres simultanis d'activacié de corrent i alliberacié d'ATP
realitzats amb un oocit injectat amb Cx32. Cada color correspdn a un
potencial de reforn diferent i han estat superposats per poder observar els
diferents comportaments, tant del corrent de cua com de I'alliberacié d'ATP,

en cada un dels potencials de retorn estudiats.

3.4 Influéncia de [I’abséncia d’ions divalents en

I’activacio de la Cx32 i ’alliberacido d’ATP

Tal com ha estat descrit anteriorment (Gomez-Herndndez et al.,
2003) vam observar que, efectivament, ['abséncia d'ions
divalents en la solucid de registre, potenciava I'activacié per
voltatge dels oocits injectats amb la Cx32.

La solucid Ringer 0Ca-Mg*?, amb la qual perfoniem I'oocit, és
una solucié sense calci, pero conté TmM de MgCl. per al
correcte funcionament de la reaccié de la luciferina-luciferasa.
Aqguesta presencia de magnesi en el bany no és suficient per
variar I'efecte del 0Ca ja que vam comprovar que la perfusid

de I'oocit amb aquesta solucié, per una banda, incrementava
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I'amplitud del corrent de sortida que es produeix en activar la
Cx32 per despolaritzacid i, per altra banda, mantenia el corrent
de repolaritzacié obert durant més temps (Figura R-3.6), en

comparacio amb els registres fets amb la solucid Ringer-Mg+*2.

2200 nA

L'__’_'_,_,_

+80 mV

¥ l—40 mV

Figura R-3.6: Registre simultani d'activacié de corrent i alliberacié d’ATP d'un
oocit que expressa Cx32 en una solucié Ringer 0Ca-Mg*2. Les linies vermelles

discontinues indiquen els nivells de base.

3.5 L’alliberacié d’ATP per activacié de la Cx32 és

independent de la via d’alliberacié d’ATP per exocitosi

Per descartar totalment una implicacié de la via d'alliberacid
d’ATP per exocitosi en els nostres experiments, vam realitzar, als
oocits préviament injectats tant amb Cx32+ASCx38 com amb
ASCx38 sol (conftrols), un pre-tractament amb Brefeldina A (BFA),
una molécula que blogueja I'ensamblatge vesicular en I'aparell
de Golgi i, en conseqUencia, I'exocitosi. Vam incubar els oocits
amb 5 pg/ml de BFA durant 2.5h i, posteriorment, vam fer els
registres de voltage clamp utilitzant el protocol despolaritzant
descrit anteriorment. En els resultats obtinguts no vam frobar

diferencies significatives entre els oocits no tractats amb BFA i els
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tractats amb BFA (Figura R-3.7). Els oocits injectats amb la Cx32 i
fractats amb BFA presentaven un corrent de sorfida quan
s'activaven per despolaritzacio i alliberacié d'ATP durant la fase
de repolaritzacié (Figura R-3.7 A) igual que ho feien els no
fractats amb BFA. En els oocits control no vam registrar
adlliberacio d'ATP (Figura R-3.7 B).

A 500 frnol
ATP
(=] nA|
30s
+80 my
1% I - A0 mY
B 400 frnal
ATP
GO0 nA|
0s
| _r-’""'ll
+ 80 m'
i | - 40 mY

Figura R-3.7: Registres simultanis d'activacié de corrent i
alliberacié d’'ATP en oocits tractats amb 5ug/ml de BFA abans del
registre durant 2.5h. (A) Registre d'un oocit injectat amb
Cx32+ASCx38. (B) Registre d'un oocit injectat amb ASCx38

(control).
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Per tant, els oocits fractats amb BFA, amb la via d’exocitosi
inhibida, continuaven alliberant ATP quan s’estimulava la Cx32.
A més a més, tal i com mostra la figura R-3.8, no hi ha diferéncies
significatives entfre la quantitat d'ATP alliberada pels oocits

fractats amb BFA i la quantitat alliberada pels oocits no tractats.

0,035

0,030 4

0,025 4
iz}
m T
£ 0020 4
i
o
= 0015 4
E

0,010 4

0,005

0,000 ﬁ

Cx32 BFA ASCx38 BFA Cx32 ASC %38

Figura R-3.8 : Alliberacié d'ATP en oocits tractats amb BFA i oocits

no tractats, tant injectats amb Cx32 com injectats amb ASCx38.

Per assegurar que el tractament amb BFA hagués funcionat
correctament i que la via exocitica estigués realment
bloquejada, vam mesurar la capacitancia de la membrana
dels oocits just abans i després de fer el registre (veure apartat 9
de Materials i Metodes). La capacitdncia es correlaciona amb
I'area de la superficie de membrana i, per aixo, és una mesura
molt utilitzada per estudiar la dindmica de la membrana
plasmdatica i els events d'exocitosi. Quan la capacitancia

augmenta vol dir que la superficie de membrana ha augmentat,
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és a dir, s’hi han fusionat una o més vesicules. Els resultats de les

mesures de capacitdancia es mostren en la Taula R-3.1.

Capacitancia de membrana mitjiana del
odcits injectats amb ASCx38 (control) abans | 1'575x 109 £0,015F

de fer el registre

Capacitancia de membrana mitjana del
odcits injectats amb ASCx38 (control) després | 1'635x 109 £0,155F

de fer el registre

Capacitancia de membrana mitjiana del
oodcits injectats amb Cx32+ASCx38 abans de | 0,300x 109 £0,071 F

fer el registre

Capacitancia de membrana mitjana del
odcits injectats amib Cx32+ASCx38 després | 0'304 x 109 £+ 0,075 F

de fer el registre

Taula R-3.1: Resum de les dades de mesura de la capacitancia de membrana

dels oocits fractats amb BFA 5ug/ml.

Les dades indiquen que no hi ha diferéncies significatives en la
capacitancia dels oocits abans i després de fer els registres, per
tant, podem dir que la via d’exocitosi estava realment inhibida i
que no estd implicada en I'alliberacié d'ATP produida per
I'estimul de la Cx32 o, en fof cas, es déna en un percentatge
tan petit que queda per sota dels limits de deteccid dels nostres

metodes.
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3.6 L’ATP alliberat a través de Cx32 és capac¢ d’activar
receptors purinérgics P2X,

Els segUents resultats van ser obtinguts per en Bulat Ziganshin, de
la Universitat de Medicina de Kazan (Russia), durant una estada

al nostre laboratori I'estiu de 2005.

Partint de la base dels experiments mostrats en el capitol 3 de
I'apartat de Resultats, on registravem alliberacié d’ATP en I'oocit
després d'estimular la Cx32 expressada en la membrana
mitjancant un pols despolaritzant, vam voler comprovar si
aquest ATP que s'dlliberava era capac d'activar receptors
purinérgics, concretament el receptor P2X.

Per fer aixo, 3 dies abans de fer I'experiment, es van co-injectar
oocits amb el cRNA de la Cx32, el cRNA del receptor P2X; i
també amb I'ASCx38 per tal d’inhibir la connexina 38 endogena.
Al cap d’'aquest temps, la Cx32, expressada en la membranag,
s'estimulava durant 30 segons amb el mateix protocol
despolaritzant descrit anteriorment, produint una alliberacié
d'ATP en I'oocit (Figura R-3.9 A).
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" w

+80 my +80 mY

- 40 mY ' - 40 mv

Figura R-3.9: Expressié i activacié de la Cx32 i el receptor P2X: en oocits
injectats amb Cx32, P2X; i ASCx38. (A) Registre d'alliberacié d'ATP i activacié
de la Cx32 per despolaritzacié i del receptor P2X; pel mateix ATP alliberat. La
fletxa assenyala el corrent de cua augmentat. (B) Registre d'activacié de la
Cx32 i inhibicid de I'activacié del receptor P2X: mitjangant I'aplicacié de

suramina a la solucié de registre.

L'amplitud del corrent de cua en els oocits injectats amb
Cx32+P2X1+ASCx38 era més gran que en els oocits control, en
els quals no s’hi havia injectat el receptor, indicant que una part
del corrent ionic registrat era degut a I'activacid dels receptors
P2Xi per part de I'ATP que s'alliberava a través de la Cx32.

A més a més, quan es va fer el registre aplicant suramina a
I'oocit, un inhibidor especific dels receptors P2Xi, el corrent de
cua disminuia i es feia igual que en els registres control (Figura R-
3.9 B), presentant només el component degut a I'activacié de
la Cx32. En el registre amb suramina no es va poder redlitzar la
mesura d'alliberacié d'ATP ja que la suramina reaccionava

amb la barreja de luciferina-luciferasa utilitzada.
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Tal com s'ha dit en la intfroduccid, els mecanismes celulars i
moleculars d'alliberacié d'ATP es coneixen poc. S'han suggerit
diferents possibilitats, com sén I'exocitosi, la CD39, les
connexines, la CFIR, la glicoproteina P o canals anionics, que
s'han estudiat en diferents models experimentals. En aquesta
tesi ens hem centrat en dos d’aquests mecanismes: la CD39 i les
connexines, i hem estudiat la seva implicacié en I'alliberacid

d'ATP en el model experimental d'odcits de Xenopus.

1. Alliberaciéo d’ATP a través de la proteina CD39
endogena de Xenopus laevis

La proteina NTPDasal o CD39 hidrolitza nucleotids ftrifosfat i
difosfat a nuclotids monofosfat. Tot i que aquesta és la seva
funcié més estudiada i reconeguda, en el nostre laboratori hem
treballat des de fa uns anys amb la hipotesi de que la CD39
podria portar a terme una segona funcid, en principi contraria a
la primera: actuar com a proteina tfransportadora d'ATP cap a
fora de la cellula.

Aquesta idea es basa en uns primers estudis que proposaven
que la CD39 és una proteina de membrana tetrameérica, amb
una estructura molt similar als receptors P2X, al canal de potassi
KIR6.2 o als canals de sodi epitelials (Wang et al., 1998), i que, en
conseqgUéencia, pot actuar com a porus o canal de membrana.
En consonancia amb aqixo, Abraham et al., 2001, van
hipotetitzar que un complexe consistent en un nucli tetrameric
de CD39 envoltat de quatre proteines MRP, similar al que es
forma entre el receptor SUR i el canal KIR6.2 (Babenko et al.,
1998), podria ser el responsable de I'alliberacid d'ATP en

eritrocits (Figura D-1).
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Figura D-1: Complexe octameéric entre la proteina MRP i CD39. L'estructura
tetramérica de la CD39 li permet actuar com a canal de membrana i ser

permeable a certes molecules com I'ATP (Exiret d’Abraham et al., 2001).

En primer lloc, en el nostre laboratori, es va estudiar la implicacio
de la CD39 en I'dlliberacié d'ATP en oodcits de Xenopus, que
expressen aquesta proteina de forma enddgena, estimulada
mitjancant polsos hiperpolaritzants. Es va observar que, durant
I'activacié, es generava un corrent d'entrada que produia una
dlliberacic d’ATP en la celdula. Tant el corrent com I'alliberacié
d'ATP augmentaven en odcits en els que es va expressar de
manera heterologa la CD39 humana (Bodas et al., 2000).

Continuant amb aquests treballs es va voler estudiar també si la
CD39 estava relacionada amb I'alliberacié d'ATP induida per
estres hipertonic en oocits descrita en el nostre laboratori. Donat
qgue no existien inhibidors especifics per la CD39, vam voler
sintetitzar un oligonucledtid antisentit amb I'objectiu de conéixer
quin efecte tenia el bloqueig de I'expressio de la CD39 en
I"alliberacié d'ATP. Com que la CD39 de Xenopus encarda no
estava clonada, vam dissenyar dos oligonucleodtids antisentit,
ASCD3911 i ASCD3922, a partir de seqgléncies consens de

144




Discussid

diferents especies. Per comprovar que realment inhibien la
CD39 vam utilitzar un métode posat a punt anteriorment al
laboratori, que es basa en mesurar I'activitat NTPDdsica de la
proteina (Bodas et al., 2000). Els resultats obfinguts posen de
manifest I'eficacia dels oligonucleotids, sobretot de I'ASCD3922,
ja que en els odcits injectats amb aquest antisentit, I'activitat
NTPDasica de la proteina CD39 disminunia significativament. Cal
destacar que recentment s'ha obtingut la seqUéencia
nucleotidica de la NTPDasal de Xenopus (Massé et al., 2005) i
que la sequéncia de I'ASCD3922 presenta una alta homologia
amb una part de la seqlUéncia de la CD39 de Xenopus.

Aixi doncs, tornant al nostre interés en coneéixer la implicacié de
la CD39 en l'dlliberacid d'ATP, vam injectar els oocits de
Xenopus amb I'ASCD3922 i vam mesurar el corrent ionic i
I'alliberacié d'ATP que es produien quan sotmetiem ['oodcit a
condicions d'estres hipertonic. En els oodcits injectats amb
I’ASCD3922, tant el corrent de membrana com ['alliberacio
d'ATP estaven disminuits en comparacié amb els oocits control.

En definitiva, els nostres resultats indiquen que la proteina CD39
de Xenopus es pot activar mitjancant estrés hipertonic i que, en
aquestes condicions, pot funcionar com un canal permeable
per I'ATP. A més, l'injeccié d’oligonucledtids antisentit, és una
eina valida per a I'estudi de la CD39 en els oocits de Xenopus i,

probablement, en altres tipus cel lulars.

2. Alliberacio d’ATP a través d’hemicanals

Com ja s’ha dit, en diferents organs i teixits, les unions gap

permeten la comunicacid eléctrica i metabolica entre céllules

145




Discussid

veines. Estan formades per dues subunitats hexameériques de
connexines, situades una en cada una de les membranes de les
céliules adjacents. Cada una d'aquestes subunitats s'anomena
hemicanal o connexd. Se sap que aguests hemicanals poden
estar formant una unié gap, juntament amb un altre hemicanal,
o bé poden funcionar com a canals idnics independents
(revisat per Ebihara et al., 2003 i Bennett et al., 2003).

Molts articles han posat de manifest la relacid entre |'expressid
de la connexina 43 i I'alliberacié d'ATP en cultius d' astrocits
(Cotrina et al., 1998; Cotrina et al., 2000; Stout et al., 2002;
Arcuino et al., 2002; Stout et al., 2003), en osteoblasts (Romanello
et al., 2003) i en cellules endoltelials bovines de la cornea
(Gomes et al., 2005) on I'ATP extracellular estd implicat en la
propagacié de les onades de calci. Per contra, altres autors
suggereixen que aquest ATP extracelular no s'allibera a través
dels hemicanals de connexines, sind que s'allibera per exocitosi
(Coco et al., 2003; Abdipranoto et al., 2003), a través de canals
anionics (Abdipranoto et al.,, 2003) o mitjancant els mateixos
receptors P2X7 (Suadicani et al., 2006).

Per saber si altres connexines estan implicades o no en
I'alliberacié d'ATP, nosaltres hem utilitzat el model experimental
d’oocits de Xenopus, que no s'havia utilitzat abans per aquests
estudis i que és una eina molt bona degut a la facilitat que
tenim per expressar-ni de manera heterdloga les connexines
gue ens interessen i també pel fet que els oocits representen
una poblacié de céllules molt homogenia que ens permet

obtenir resultats comparables.
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2.1 Alliberacido d’ATP a través dels hemicanals

endogens d’oocits de Xenopus

Els oocits de Xenopus expressen una connexina endogena, la
Cx38, de la qual sabiem que pot formar hemicanals funcionals
(Ebihara, 1996). Aixi doncs, vam voler comprovar si era
permeable per I'ATP.

En condicions de repos, aquesta connexina es manté tancada.
Per activar-la, vam utilitzar una solucié lliure d'ions divalents
(Ebihara, 1996) que produia un corrent sensible a calci ja descrit
anteriorment per alfres laboratoris (Arellano et al., 1995; Reifarth
etal, 1997; Zhang et al., 1998). Aquest corrent es podia inactivar
d'una manera reversible quan introduiem calci al medi. Per
posar de manifest que realment es fractava d'un corrent no
selectiu poduit per I'activacié de la Cx38, vam tractar els oocits
amb els inhibidors de les unions gap, acid flufendmic i octanol, i
vam comprovar gque tots dos eren capacos d'inhibir el corrent
activat per la solucié sense calci. Tot i que aqguests inhibidors
s’han utilitzat en molts treballs per inhibir les unions gap i també
els hemicanals (Eskandari et al., 2002; Ye et al., 2003), és veritat
gue no soén inhibidors especifics per la Cx38. Per aquesta rad,
vam utilitzar també un RNA antisentit contra la Cx38 (Barrio et al.,
1991) per inhibir la proteina, que injectavem en els oocits 48h
abans de fer I'experiment. Al cap d'aquest temps, el corrent
sensible a calci s'inhibia en un 70% indicant que la Cx38 era
responsable de I'obertura del corrent. Al contrari, quan vam
sobrexpressar la Cx38 en els odcits vam obtenir com a resultat
un augment significatiu del corrent sensible a calci. De la

mateixa manera, altres autors han descrit  I'alliberacid
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d'espermidina a través de Cx38 (Enkvetchakul et al., 2003) en
les mateixes condicions experimentals utilitzades en el nostre
estudi.

A més, també vam posar de manifest la relacid entre els
hemicanals de Cx38 i el corrent sensible a calci injectant en els
oocits el marcador fluorescent Lucifer Yellow, de baix pes
molecular (521 kDa), i demostrant que s'alliberava de la celfula
durant el periode de temps en quée el corrent estava activat.
L'alliberacié de LY dels oocits era inhibida per octanol i dcid
flufendmic i era depenent dels nivells d’expressié de Cx38.

En resum, els nostres resultats mostraven que el corrent idnic
sensible a calci que observavem en els oocits de Xenopus es
podia bloguejar amb inhibidors de les unions gap i era
depenent dels nivells d'expressié de Cx38, indicant que aquest
corrent era degut a I'obertura dels hemicanals formats per la
Cx38, en consonancia amb altres estudis realitzats anteriorment
(Barrio et al., 1991; Ebihara, 1996). Aixi doncs, donat que
disposavem de bones eines tant per activar com per blogquejar
la Cx38, el seglent pas va ser comprovar si la seva activacio
produia una alliberacié d'ATP de I'oocit, que era I'objectiu que
ens haviem plantejat al principi de I'estudi.

Tal com esperdvem, vam comprovar gque guan activivem la
Cx38 amb la solucié lliure d'ions divalents, mesuradvem una
adlliberacid d'ATP que era inhibida pels inhibidors de les unions
gap, octanol i dacid flufenamic. Aquesta alliberacié també era
depenent dels nivells d'expressid de la connexina, disminuint
qguan els nivells d'expressid de la Cx38 eren baixos i augmentant
qguan la Cx38 estava sobrexpressada. Per eliminar qualsevol

dubte, vam comprovar, en primer lloc, que les diferencies en
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I'alliberacié d'ATP no eren degudes a un contingut d'ATP
diferent en cada grup d'odcits. A més, també vam demostrar
que l'dlliberacié d'ATP es produia durant el corrent d'entrada
generat especifcament per I'activacié de la Cx38, ja que quan
vam induir en l'oocit un corrent d'entrada de la mateixa
amplitud, o fins i tot més gran, mitjancant I'aplicacié de nistatina
en oocits que no expressaven Cx38, no vam observar alliberacid
d’ATP en absolut.

No obstant, a part dels hemicanals, s'han descrit altres
mecanismes d'adlliberacié d'ATP en els odcits de Xenopus. La via
classica exocitica s'ha descrit en resposta a estimulacid
mecdnica (Maroto i Hamill, 2001). En els nostres experiments,
vam descartar aquesta via, ja que les condicions que
utilitzavem, sense calci en el medi i sense estimuls mecadnics, no
recolzen |'exocitosi. També, I'alliberacié d'ATP en resposta a
estrés hipertonic, va ser descrita anteriorment en el nostre
laboratori (Aleu et al., 2003). La Cx38, pero, no participaria en
aquest mecanisme, ja que el tractament amb els bloquejants
de les unions gap i la injeccié dels oocits amb I'’ASCx38 no
modifiquen I'alliberacié d'ATP en condicions d'estres hipertonic.
D'altra banda, en contra del que s'ha descrit en céllules que
expressen Cx43 (Quist et al.,, 2000), on es suggereix que els
hemicanals regulen el volum cellular en resposta al calci
extracel {ular, en els nostres experiments, els oocits tractats amb
les solucions amb calci i sense calci no variaven el seu volum,
indicant que la Cx38 no tindria aquesta funcié reguladora.
Tenint en compte el conjunt d'experiments realitzats, tot sembla
indicar que la connexina 38, activada per absencia d'ions

divalents extracelulars, és permeable a I'ATP i constituiex una
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de les vies per les quals I'ATP és alliberat a través de la

membrana plasmatica en els oocits de Xenopus.

2.2 Alliberaci6 d’ATP a través de la connexina 32
expressada de manera heterdloga en oocits de
Xenopus

Com s’ha comentat, mutacions en la Cx32 produeixen la
malaltia de Charcot-Marie-Tooth ligada al cromosoma X. Donat
gue el mecanisme d'adlliberacid d'ATP a través d’hemicanals de
connexines s’havia descrit en tipus celulars que expressen la
Cx43 (Coftrina et al., 1998; Stout et al., 2002; Arcuino et al., 2002;
Romanello et al., 2003; Gomes et al., 2005) i nosaltres mateixos
I'naviem estudiat en hemicanals de Cx38, ens va interessar
saber si la Cx32 també era permeable a I'ATP i si, agquest fet,
podia tenir alguna relacié amb la malaltia de CMTX.

Vam expressar la Cx32 humana en els oocits de Xenopus i vam
activarla mitjancant un protocol de despolaritzaciéd similar a
I'utilitzat per Castro et al., 1999, obtenint un corrent de sortida
caracteristic de I'activacié d'aguesta connexina (Castro et al.,
1999; Abrahams et al., 2002; Goémez-Herndndez et al., 2003). A
més, també vam descartar la possible participacié de la Cx38
endogena dels oocits en aquest corrent bloguejant-la amb
I’ASCx38, tal com s’ha explicat en I'apartat anterior. El corrent
de sortida esdevenia un corrent d'entrada un cop finalitzat
I'estimul que disminuia poc a poc fins a tancar-se. Es durant
aguest corrent de cua quan detectavem, de manera simultdnia,
dlliberacié d'ATP. Aixo té sentit, ja que en el nostre cas, I'ATP té
un potencial d’equilibri molt positiu, degut a la poca quantitat

(propera a zero) d'ATP extracelular. Per tant, a potencials molt
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positius, durant la despolaritzacid, I'ATP no pot sortir a través dels
hemicanals tot i que estiguin oberts. En canvi, durant el corrent
de cua, el potencial de membrana és negatiu i, alhora, els
hemicanals de Cx32 encara es mantenen oberts un cert temps,
permetent I'alliberacié d'ATP de la cel lula.

Recentment, s'ha descrit que I'activacid per despolaritzacié de
la Cx32 en els oocits de Xenopus es veu potenciada per
I'absencia de calci en el medi extracel lular (Gémez-Herndndez
et al., 2003). Els nostres resultats reforcen aquestes observacions,
ja que, quan registravem els oocits injectats amb la Cx32 en
solucions sense calci, obteniem amplituds de corrent més grans,
tant del corrent de sortida com del corrent de cua,. Cal
destacar que aqguest efecte es mantenia fins i fot en presencia
d'una concentracié 1T mM de MgClz en el medi, que, en el
nostre experiment, era necessaria per al correcte funcionament
de la reaccié de la luciferina/luciferasa per a la mesura de I'ATP.
A més, en consondncia amb la major amplitud de corrent de
cua gue obteniem en els registres amb la solucié sense calci,
també vam observar una major dlliberacié d'ATP, posant de
manifest un altre cop la relacié entre I'activacié de la Cx32 i la
sortida d'ATP de la céllula.

Com ja hem dit abans, s'ha descrit alliberacié d'ATP per
exocitosi en oodcits (Maroto i Hamill, 2001). En els nostres
experiments vam descartar aquesta via ja que el tfractament
amb BFA dels oocits que expressaven la Cx32, una molecula
qgue bloqueja I'ensamblatge vesicular en I'aparell de Golgi, no
va fer disminuir 'alliberacié d'ATP. A més, reforcant aquest
resultat, la capacitdncia de la membrana abans i després de fer

I'experiment no va variar significativament. Per tant, podem dir
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que I'ATP, en aquestes condicions, no s'allibera majoritariament
per exocitosi, tot i que no podem descartar que hi hagi una
minima alliberacié exocitica que no podem detectar amb la
nostra metodologia.

Per Ultim, per demostrar des d'un altre punt de vista la relacid
enfre I'obertura dels hemicanals de Cx32 i I'alliberacié d’ATP,
vam co-injectar en els oocits la Cx32 i el receptor P2X;. Aixi, si
realment s'alliberava ATP, aquest seria capacg d'activar el seu
receptor. Efectivament, vam poder comprovar que I'ATP que
s'alliberava estimulant la Cx32 era capac d'actuar sobre el
receptor P2X; i activar-lo. Aquesta activacidé es podia inhibir
amb suramina, un antagonista dels receptors P2X.

Aixi doncs, podem dir que la Cx32 expressada en els oocits de
Xenopus pot activar-se per voltatge i que, en aquestes

condicions, és permeable per |’ ATP.

Ara bé, de quina manera podria estar relacionada I'alliberacio
d’'ATP a través de la Cx32 amb la malaltia de CMTX?

En les céllules de Schwann normals, s’ha descrit allibberacio
d’'ATP en resposta a glutamat (Liu i Bennett, 2003) i en resposta a
UTP (Liu et al., 2005) relacionada amb processos exocitics i
canals anionics. Aixi com en alires celdules glials, com els
astrocits, hi ha diferents mecanismes pels quals I'ATP surt de la
cellula, com I'exocitosi (Bal-Price et al., 2002), els hemicanals
(Stout et al., 2002) o els canals anionics (Abdipranoto et al.,
2003), nosaltres proposem que en les céllules de Schwann
també es podria alliberar I' ATP mitjancant diferents mecanismes,
entre ells, els hemicanals de Cx32. Per tant, en condicions

normals, la Cx32 alliberaria petites concentracions d'ATP a
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I'espai extracel lular que actuaria sobre els receptors purinérgics
P2X7 i P2Y2 presents en les céllules de Schwann (Colomar i
Amedée, 2001; Lyons et al., 1994). El receptor P2X7;, pero, és
relativament insensible a I'ATP i necessita quantitats d’ATP de
I'ordre de milimolar per a la seva madxima activacid, aixi, en
condicions normals, estaria inactiu. En canvi, el receptor P2Y>
pot activar-se a concentracions d'ATP més baixes i la seva
activacié produeix un augment del calci intracel fular.
Considerant tot aixo, segons la nostra hipotesi, en la malaltia de
CMTX, on la Cx32 estd mutada, podriem trobar-nos amb dues
situacions:

D'una banda, la mutacié de la Cx32 faria que la proteina no
arribés a la membrana de la célfula o bé que hi arribés, perd no
fos funcional. En aquest cas, la quantitat d’ATP extracel ular
disminuiria, produint una menor activacié dels receptors P2Y2 i
provocant la mort cellular per la incapacitat de la céllular de
modular i portar a terme processos cel lulars badsics.

D'altra banda, la mutacié de la Cx32 faria que el canal fos
funcional, perd que estigués massa actiu. En aquest cas, grans
quantitats d'ATP s'alliberarien a I'espai extracel fular activant no
només els receptors P2Y2 sind també els receptors P2X7,
provocant en Ultima instancia la mort de la céllula per apoptosi.
Una hipotesi similar s’ha proposat per explicar la resposta de les
cellules glials del SNC enfront un dany celilular (James i Butt,
2002).

Aixi doncs, per aprofundir en aquesta ideaq, seria interessant en
un futur poder treballar amb cultius celulars de cellules de
Schwann i estudiar els mecanismes d'alliberacié d'ATP en

aguestes céliules, aixi com també treballar amb diferents

153




Discussid

mutacions de la Cx32, caracteritzar-les i poder observar de

quina manera afecten I'alliberacidé d'ATP.

3. Consideracions finals

Fins no fa massa, la visi® general era que |'exocitosi era el
mecanisme principal pel qual I'ATP s'allibera de les celules. No
obstant, en els Ultims anys la idea de que existeix una via directa
d'alliberacié d'ATP a fravés de la membrana va guanyant forca.
Després del nostre estudi podem dir que en els odcits de
Xenopus, més d'una via d'dlliberacié d'ATP estd present en la
mateixa celula. Aixi, els oocits poden alliberar ATP per exocitosi
(Maroto i Hamill, 2001) o a fravés de les proteines de membrana
CD39 (Bodas et al., 2000) i connexines.

Cada una d'aqguestes vies s'activa per estimuls diferents |,
segurament, per mecanismes moleculars diferents. Ara, cal
saber quins sdn agquests mecanismes i veure si es poden aplicar

de la mateixa manera en alires fipus cel lulars.
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Conclusions

L'Us d'oligonucledtids antisentit és una bona eina per a la
inhibicié especifica de la proteina CD39 enddgena

d'oocits de Xenopus.

La proteina CD39, en condicions d’'estres hipertonic, estd

implicada en I'alliberacioé d'ATP en els oocits de Xenopus.

La connexina 38 endogena dels oocits de Xenopus
s'activa en en absencia d'ions divalents i, en aquestes
condicions, és permeable per I'ATP. La proteina i, en
conseqiencia, I'aliberacié d'ATP es poden bloquejar
mitjancant I'Us dels I'inhibidors de les unions gap octanol i
acid flufenamic i, més especificament, utilitzant

oligonucleotids antisentit.

L'alliberacid d'ATP que es produeix en els oocits activats
per absencia d'ions divalents és independent de la fusié

de membranes.

La connexina 32 humana expressada en oocits de
Xenopus s'activa per despolaritzacié de la membrana i
és permeable per I'ATP. Aquests efectes es potencien en
absencia de calci en el medi. L'alliberacid d'ATP
mesurada en aqguestes condicions d'activacid  és

independent d'exocitosi.
L'ATP que s'allibera a través de la connexina 32 humana

expressada en els oocits és capac d'activar receptors

P2X; expressats en el mateix oocit.
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Release of ATP induced by hypertonic solutions in Xenopus
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ATP mediates intercellular communication. Mechanical stress and changes in cell volume induce
ATP release from various cell types, both secretory and non-secretory. In the present study, we
stressed Xenopus oocytes with a hypertonic solution enriched in mannitol (300 mm). We measured
simultaneously ATP release and ionic currents from a single oocyte. A decrease in cell volume, the
activation of an inward current and ATP release were coincident. We found two components of ATP
release: the first was associated with granule or vesicle exocytosis, because it was inhibited by tetanus
neurotoxin, and the second was related to the inward current. A single exponential described the
correlation between ATP release and the hypertonic-activated current. Gadolinium ions, which
block mechanically activated jonic channels, inhibited the ATP release and the inward current but
did not affect the decrease in volume. Oocytes expressing CFTR (cystic fibrosis transmembrane
regulator) released ATP under hypertonic shock, but ATP release was significantly inhibited in the
first component: that related to granule exocytosis. Since the ATP measured is the balance between
ATP release and ATP degradation by ecto-enzymes, we measured the nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase (NTPDase) activity of the oocyte surface during osmotic stress, as the calcium-
dependent hydrolysis of ATP, which was inhibited by more than 50 % in hypertonic conditions. The
best-characterized membrane protein showing NTPDase activity is CD39. Qocytes injected with an
antisense oligonucleotide complementary to CD39 mRNA released less ATP and showed a lower
amplitude in the inward current than those oocytes injected with water.
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Purinergic signalling is almost ubiquitous. It is well known
that ATP is kept inside cells because it is highly hydrophilic
and does not permeate through lipidic cell membranes.
However, ATP release has been reported in various cell
types. Neuronal cells release ATP during synaptic
transmission (Silinsky & Redman, 1996; Vizi et al. 2000),
and it is generally supposed that all synaptic vesicles
contain ATP, which is co-released with the main
neurotransmitter, albeit in some cases some synaptic
vesicles may only contain ATP (Bodin & Burnstock, 2001).
Several laboratories have recorded ATP release from other
non-neuronal cells such as astrocytes (Cotrina et al. 1998;
Guthrie et al. 1999; Newman, 2001; Verderio & Matteoli,
2001; Stout er al. 2002) and from skeletal muscle fibres
(Forrester, 1972). The purinergic signalling is especially
relevant in the heart-vascular system, where P2 receptors
have been detected in epithelial and smooth muscle fibres.
This and the presence of P2 receptors in the same cells
strongly suggest an autocrine purinergic loop. Endothelial
cells also release ATP during shear stress or under
hypotonic challenge (Yegutkin et al. 2000; Hashimoto et

al.2001; Buxton et al. 2001; Koyama ef al. 2001; Hisadome
et al. 2002; Schwiebert et al. 2002). Mechanically induced
release of ATP has been confirmed in every cell type
studied (Grygorczyk & Guyot, 2001). The sensitivity to
gadolinium suggests that ATP release is related to some
type of mechanically activated ionic channel(s) (Hamill &
Martinac, 2001).

Purinergic receptors have been described in the ovarian
follicle of the amphibian Xenopus laevis (Lotan et al. 1982;
1986; Arellano et al. 1996; King et al. 1996a,b) and also in
granulosa and luteal cells from pigs or humans (Kamada et
al. 1994). Moreover, ionic currents activated or regulated
via purinergic receptors have been described in Xenopus
follicles (Arellano et al. 1998; Pérez-Sanmartin et al. 2000)
and mouse cumulus cell-enclosed oocytes (Arellano ef al.
2002). Although the stimulation of these receptors and ion
channels has been implicated in the development of the
oocyte (Eppig eral. 1985; Billig & Rosberg, 1986; Downs et
al. 1986), the cellular mechanisms involved are poorly
understood.
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Xenopus oocytes release ATP in resting conditions, but
they increase the efflux of ATP when expressing purinergic
PY receptors (Nakamura & Strittmatter, 1996) and CFTR
(cystic fibrosis transmembrane regulator; Jiang et al.
1998), and under local mechanical stress (Maroto &
Hamill, 2001) and hyperpolarizing pulses (Bodas et al.
2000). Some endogenous currents of Xeropus oocytes are
linked to mechanically gated channels (Zhang & Hamill,
2000). Currents activated by hyperpolarization or
hypertonic solutions share some common features: they
are inward currents in oocytes clamped at —60 mV, they
are non-selective and, finally, they are permeable to large
cations and anions (Zhang & Hamill, 2000). Since we have
already demonstrated that hyperpolarization pulses
induce the release of ATP (Bodas et al. 2000), we aimed to
explore the release of ATP in oocytes shrunk by hypertonic
solutions that activate an inward current.

METHODS

Solutions and chemicals

Isotonic Ringer solution (NR, also Normal Ringer solution,
238 mosmol ") contained (mm): 115NaCl, 2KCl, 10
(Hepes/NaOH), 1.8 CaCl,, 1.8 MgCl, (pH 7.4). Modified Barth’s
solution (MBS) contained (mm): 88 NaCl, 1 KCl, 2.4 NaHCO, 20
Hepes, 0.82 MgSO,, 033 Ca(NOs), 0.41 CaCl, (pH 7.5),
supplemented with 100 IU ml™ of penicillin and 0.1 mg ml™ of
streptomycin. Hypertonic solution (HS) was prepared by adding
300 mm mannitol to NR, which resulted in an osmolarity of 543
mosmol 1™, which was measured ina 5520 Wescor Osmometer.

Preparation of Xenopus oocytes

Mature female frogs (Xenopus laevis) were purchased from Centre
d'Elevage de Xenopes (Montpellier, France). Frogs were
maintained alive and handled in accordance with the EU laws and
under the supervision of the Council for Animal Research Ethics
of University of Barcelona. Oocytes were prepared as follows:
frogs were anaesthetized in cold distilled water containing 1.7 g I”*
of tricaine (ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonic acid, Sigma).
Ovarian sacs were extracted by sterile surgical procedures and
placed in NR. The frogs were immediately placed in a small water
tank until they started to swim. Approximately 3 months after the
first surgery, the frogs underwent contralateral surgery and were
killed by decapitation. Oocytes of stages V and VI were collected
using fine tip forceps and kept at 16-17°C in MBS. The follicle
envelope was removed by collagenase (Sigma, 14; 0.5 mg ml™)
treatment in NR for 45-50min. Electrophysiological
measurements were made 3—48 h after defolliculation.

Electrophysiologicalrecords

Whole-cell data were recorded using a two-microelectrode
voltage-clamp configuration. The voltage and the current
microelectrodes were filled with KCl (3 M) and had resistances
ranging from 1 to 2 M(. The bath electrode was an Ag—AgCl pellet
that made contact with the recording solutions through an agar
bridge. Membrane potential and current were digitized by a PC
computer through a Digidata-1200A (Axon Instruments)
converter. The board was controlled by the Whole Cell Analysis
Program (kindly provided by John Dempster, University of
Strathclyde, UK). The signal was filtered at half the frequency of
acquisition. Solutions were changed by gravity and controlled by
electrovalves (ALA, Scientific Instruments, New York).
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Preparation of luminescent reaction

A vial of luciferase extract lantern from Photinus pyralis (Sigma)
was resuspended in 1 ml of HS and desalted in a 10 ml
10 DG-Biorad column equilibrated with HS. 200 gl of D-luciferin
(2.5 mgml ™, Boehringer Mannheim) was added to the eluate and
the resulting suspension was centrifuged for 30 s in a bench-top
centrifuge. The eluate was frozen and maintained at —20 °C until
use. An aliquot was thawed on ice and maintained at 4°C until it
was added to the recording chamber (125 pul).

Measurement and analysis of ATP release

We followed a procedure described elsewhere (Bodas et al. 2000).
Briefly, oocytes were placed in the recording chamber and the two
electrodes were inserted. After the chamber was equilibrated with
HS (1-2 min), a small volume (5-20 xl} of luciferin—luciferase
mixture was added to the recording chamber, which was
completely light-proof. The light generated by the enzymatic
reaction was transmitted through six optic fibres placed in front of
the six planes of the recording cuvette. The end of the optic fibres
was focused in front of a photomultiplier (Hamamatsu, R374)
and controlled by a slit. The resulting electric signal was amplified
in a P16 Grass amplifier (USA), filtered at 5 Hz in a Bessel filter
(Frequency Devices, USA) and collected by the Digidata-1200A
converter (Axon Instruments). To calculate the amount of ATP
released, a known dose of ATP was added through a third pipette,
with an electronic nanoinjector (Nanoject, Drummond). This
dose was usually registered 2-6min after starting the
electrophysiological recording in HS, which was made at room
temperature (22-23°C).

To analyse ATP release, we integrated the light signal over a 1 min
period and the amount of ATP enclosed in the area was calculated
by comparison with the dose signal.

In some experiments, the light chain of tetanus toxin (L-TeNT)
was injected 20-30 h before recording. The final concentration in
the oocytes was around 10 nM. Tetanus toxin was prepared and
kindly provided by Professor . Blasi (University of Barcelona).

Estimation of Xenopus oocyte volume

Qocytes placed in a Petri dish containing NR were observed on an
inverted microscope (Olympus CK 40) and the images digitized
through an Olympus DP10 camera. Individual oocytes were
transferred to a new Petri dish containing HS. Images were
recorded for the period indicated. Assuming that oocytes are
spherical in shape, cell volume was 4/377r*, where ris the radius. At
t = 0, the volume of the oocyte was taken as 100 %.

NTPDase activity (ecto-ATPase activity)

The NTPDase activity of defolliculated Xenopus oocytes was
assessed as described elsewhere {Ziganshin ef al. 1995). Groups of
six oocytes were placed in 96 ELISA wells, in a volume of 100 x4l of
NR. Two groups of oocytes were assayed in the presence of NR or
HS. In both cases, a subgroup of oocytes was incubated in the
corresponding media, and calcium was replaced by 1 mm EGTA.
Qocytes were first washed and subsequently incubated in the
above medium for 30 min at room temperature. Media were then
carefully replaced by fresh solutions supplemented or not by
100 uv ATP. After an additional 30 min incubation period, the
media were removed and their phosphate contents were
determined using the malachite green method (Lanzetta et al.
1979). Each condition was assayed in triplicate and results are
shown as the means * s.EM. from four independent experiments.
In some experiments, the mannitol in HS was replaced by sucrose
or sorbitol. In other experiments, NTPDase activity was assayed in
potato apyrase (grade VII, Sigma).
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Figure 1. Macroscopic changes induced by hypertonic shock in Xenopus oocytes

A, reduction in cell volume (%) in 6 vocytes. B, example of ATP release measured in a single oocyte by means
of the luciferin-luciferase reaction. This oocyte was not penetrated with fine-tipped electrodes. The trace
corresponds to changes in light intensity, retlecting the presence of ATP in the medium. Just at the beginning
of the recording, a known dose of ATP (0.6 pmol) was added to evaluate the amount of ATP released by the

oocyte.

Expression ofhuman CFTR in Xenopus oocytes

Plasmid containing full length cDNA for CFTR (pBS6.2-CFTR)
was generously supplied by Professor Johanna Rommens
(Department of Genetics, Hospital for Sick Children, Toronto,
Canada). The plasmid (10 gg) was linearized with Xhol
(Promega) and the resultant product was used for mRNA
synthesis in vitro using the mCAP RNA Capping Kit (Stratagene).
The mRNA obtained was injected (50 nl, 1-2mg ml™') into
oocytes 3 days before membrane current recordings. CFTR-
activated ionic currents were elicited with NR supplemented with
100 pp - 8-Br-cAMP  (Sigma), 1mmM IBMX (3-isobutyl-1-
methylxanthine, Sigma) and 1 am forskolin (Sigma). Only
oocytes exhibiting the activated current were further stimulated
with the hypertonic protocol.

Injection of DNA antisense oligonucleotide complementary
to CD39 mRNA in Xenopus oocytes

An antisense oligonucleotide complementary to CD39 mRNA
(antiCD39): 5-TGTTGGTCAAGTTCAGCATGTAGCCCAG-3’
was designed from consensus sequences of human, rat, mouse,
cow, chicken and Torpedo marmorata and synthesized by
Invitrogen-Life Technologies. The oligonucleotide was re-
hydrated in ultra-pure water and injected (50 nl, 2 mg ml™) into
oocytes 40-72 h before membrane current recordings.

Figure 2. Simultaneous recording of A

Statistical analysis

Curves were fitted using Sigma Plot (SPSS). Statistical analysis was
performed using Sigma Stat software (SPSS). Unless otherwise
specified, values given in the text correspond to the mean + s.EM.
When comparing two-group means of normally distributed data,
the Student’ s f test was used. Otherwise, the Mann-Whitney rank
sum test was applied. A significance level of P < 0.05 was adopted
inall comparisons.

RESULTS

Oocytes in  hypertonic (543 mosmol ™) conditions
showed a reversible decrease in volume of 13 £ 3%
(n=6), and reached a steady state within ~10 min,
depending on the oocyte batch (Fig. 14). During
shrinkage, the oocytes released ATP (Fig. 1B). When they
were recorded individually in voltage-clamp conditions
with a membrane voltage (V,,) of =70 mV, the hypertonic
medium induced an inward current and ATP release
(Fig. 2). The time course of currents varied from one
oocyte to another. At the beginning of recording, the
amount of ATP released was apparently independent of

B

ATP release and ionic currents from
a single oocyte stressed by
hypertonic solution

A, single oocyte superfused in hypertonic
solution 2 min before the experiment.
Upper trace: membrane voltage. Middle
trace: membrane current. Bottom trace:
ATP release. Note that in the light trace, we
added a known dose of ATP (1.2 pmol) to
evaluate the release of ATP. B, example
illustrating a plot of ATP release vs. current
and time (each point represents the ATP |
release vs. currentamplitude during each |
minute of recording from minute 4 to |
minute 20). An exponential curve fitted

the data obtained between minute 10

and minute 20 (n = 20).
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V=-T0mV
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the amplitude of the current. However, after 8 min, this
correlation fitted an exponential curve (ATP release = ax
exp(bx current), where b was 107 and a was 116
R =0.997). The total amount of ATP released at the end
of minute 20 of recording was 7 = 2 pmol (n = 24).

The effect of the hypertonic solution applied for periods of
20 min was reversible (Fig. 3) and the initial volume was
restored a short time after returning the oocytes to the
isotonic solution. A second challenge with hypertonic
solution reduced the cellular volume again, reaching the
same values as recorded in the first perfusion. However,
the hypertonic shock-activated inward current was
blocked after a second hypertonic shock and ATP release
was also inhibited. This inhibitory effect was not observed
when oocytes were perfused with hypertonic solution for

300 mM Mannitol 300 mM Mannitol

100
£ o5
2
3 w
g e
92
90 *
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (min)
300 mM Mannitol 300 mM Mannitol
[
[
[ 100 nA
, L
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2 80
@
© 60
i i
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Figure 3. Effect of two consecutive hypertonicshocks on
cell volume, inward current and ATP release

Upper graph: decrease in cell volume in 6 oocytes superfused twice
(indicated with horizontal bars) in hypertonic solution. Middle
trace: example of ionic currents recorded in one oocyte clamped at
V. ==70 mV in which two consecutive hypertonic superfusions
(indicated with horizontal bars) were applied. Lower graph:
percentage of ATP release with respect to the maximal release
measured after the first period of 20 min of hypertonic perfusion
(n=23).
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shorter periods such as 10 min. In these cases, hypertonic-
activated current and ATP release after a second
hypertonic stimulus were slightly inhibited (data not
shown).

To test the possible exocytotic source of ATP, we treated
some oocytes with tetanus neurotoxin (TeNT). Oocytes
previously micro-injected with the light chain of tetanus
neurotoxin (L-TeNT) did not show any significant change
in the hypertonic shock-activated membrane currents
(Fig. 4). However, the correlation between the current and
the amount of ATP released could be fitted with an
exponential function (ATP release = ax exp(bx current),
where bwas 10™*and a was 25; R = 0.975). This fit included
all points measured. The amount of ATP released at the
beginning of the recording was decreased (compared with
Fig. 2).

Time (min)
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°-°wwu@%“""" :
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Figure 4. Effect of tetanus toxin on hypertonic shock-
activated membrane current and ATP release

Upper graph: average of current amplitudes during 1 min of
recording in non-injected oocytes ([, n =33) and in L-TeNT
injected oocytes (B, n = 4). Lower graph: plot of ATP release vs.
current and time (each point represents the ATP release vs. current
amplitude during each minute of recording from minute 4 to
minute 20). An exponential function fitted the values of all the data
represented. Compare the amount of ATP released in this
condition and that in Fig, 2.
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Figure 5. Effect of intracellular
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We increased the cytoplasmatic ATP concentration by
injecting 9.2 nl of K,ATP (250 mM, pH = 7). In six oocytes
we found an increase in the rate of ATP release (Fig. 5). The
increase of ATP release was only recorded when oocytes
were shrunken and the inward current was activated.
‘When the same solution of ATP was injected into oocytes
in isotonic conditions, no ATP release was detected (data
not shown). In hypertonically stressed oocytes injected
with ultra-pure water (9.2 nl), no increase in ATP was
detected (Fig. 5).

Figure 6. Effect of gadolinium on cell volume,
membrane currentand ATP release during a
hypertonic shock

Upper graph: decrease in cell volume in oocytes superfused
in hypertonic solution. The value at time 0 was set at 100 %,
@, hypertonic solution (n = 6); O, hypertonic solution plus
200 M GdCl, (n = 6). Middle graph: average of current
amplitudes during 1 min of recording. [], non-treated
oocytes (n = 33); B, gadolinium-treated oocytes (1= 11).
*P < 0.05. Lower graph: plot of ATP release vs. current and
time (each point represents the ATP release vs. current
amplitude during each minute of recording from minute 4
to minute 20) showing the inhibition of ATP release and the
hypertonic shock-activated currents.

-~

ATP injection on ATP release and
ionic current elicited by a
hypertonic solution

The cytoplasmic ATP concentration was
increased by a direct injection ofa small
volume of an ATP solution. Examples of
recordings in two oocytes superfused in
hypertonic solution into which we
injected 9.2 nl of distilled water (A) and
9.2 nlof 250 mM ATP (B). Upper

traces: membrane voltage. Middle
traces: membrane current. Bottom
traces: ATP release. Note that in both
e light traces, we added a known dose of
ATP (0.5 pmol) to evaluate the release of
ATP. Arrows indicate the injection of
solutions. Dashed lines indicate the
slope of ATP release before injections.

V=-70 mV

ATP

ATP

To determine the influence of mechanically activated ionic
channels, oocytes were treated with gadolinium. In all
experiments, a known dose of ATP was applied in the
presence of gadolinium, in order to check for any
interference by gadolinium ijons in the luciferin—
luciferase~ATP  reaction. ~When oocytes  were
preincubated for 10 min with an isotonic solution
containing GdCls (200 gm), and then with a hypertonic
solution containing the same concentration of GdCl;, we
did not observe any change in the reduction of their
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volume (Fig. 6). Hypertonic shock-activated currents were
significantly inhibited (66 %) after 20 min, throughout all
the phases of the currents. The plot of ATP release vs.
inward current is a flat horizontal line, revealing that the
second component of ATP release (the ionic mechanism)
was blocked, but the first component (the exocytotic
mechanism) was not affected by gadolinium ions. We also
explored the relationship between voltage and current in
shrunken oocytes: the effect of gadolinium on the I-Vratio
of the hypertonic shock-activated currents is summarized
in Fig. 7. While the currents in hypertonic conditions were
linear, we found a slight rectification in the presence of
gadolinium. The reversal potential was =30+ 1 mV in
isotonic solution, —28 £ 1 mV in isotonic solution plus
gadolinium, —-23+1mV in hypertonic solution and
-29 + 1 mV in hypertonic solution plus gadolinium (n
= 6, inall conditions).

Some specific proteins like CFTR have been implicated in
the extrusion of ATP from cells. Oocytes injected with
50-100 ng of mRNA encoding CFTR were tested with a
solution containing 100 gM 8-Br-cAMP, 1 mm IBMX and
1 M forskolin before being stimulated with hypertonic
solutions. The current elicited by this solution was
reversible and we did not detect any release of ATP. When

100
g 80
T
g
5
(8]
©
E
b3
o
E
-80% =404 -20 20 40 60 80 100 120
T
Vv (mV)
-20
-40

Figure 7.i-V relationship of hypertonic shock-activated
currents

Currentamplitudes are represented as a percentage of the
amplitude of the current measured in non-treated oocytes in
hypertonic medium at +110 mV. Circles: non-treated oocytes

(n = 6) in isotonic (@) and hypertonic (O) media. Squares:
gadolinium-treated oocytes (n = 6) in isotonic (M) and hypertonic
(O) media.
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the oocytes expressing CFTR were stressed by hypertonic
solution, we found a significant (P < 0.05) decrease in the
activated inward current (up to minute 15) and in ATP
release (up to minute 9) (Fig 8). The plot of ATP released
vs. current reveals an exponential function from minute 4
to minute 20 (ATP release = a x exp(b x current), where b
was 107 and awas 48; R = 0.998).

The ATP measured above is the result of the equilibrium
between ATP release and ATP degradation by ecto-
enzymes such as NTPDases. The NTPDase activity of the
intact oocyte surface was measured in isotonic and
hypertonic conditions (Fig. 9) as the calcium-dependent
ATPase activity. At low calcium concentrations (1 mm
EGTA), the hydrolysis of ATP was much lower
(0.03 £ 0.01 nmol inorganic phosphate (P;) oocyte™
(30 min)™) than in the presence of 1.8 mMm CaCl,
(0.28 £ 0.02 nmol P; oocyte™ (30 min)™"). After 30 min in
hypertonic solution, the activity in medium containing
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Figure 8. Hypertonic shock-activated membrane currents
and ATP release in oocytes expressing CFTR

Upper graph: average of currentamplitudes during 1 min of
recording:. [], non-injected oocytes (n = 33); &, oocytes
expressing CFTR (n = 17). * P < 0,05, ** P < 0.01;*** P < 0.001.
Lower graph: plot of ATP release vs. current and time (each point
represents the ATP release vs. currentamplitude during each
minute of recording from minute 4 to minute 20). An exponential
curve fitted all the data represented.
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1 mm EGTA did not differ (0.03 + 0.02 nmol P; oocyte™
(30 min)™") from that measured in isotonic conditions.
However, the calcium-dependent activity was reduced to
0.12 £ 0.02 nmol P;. oocyte™ (30 min)™", which represents
about a 56 % inhibition of NTPDase activity. To rule out the
direct inhibition of NTPDase activity by mannitol, we
assayed other NTPDases. NTPDase activity from potato
was (112 + 20) x 10° nmol (mg protein)™ (30 min)™" and
(113 £20) x 10° nmol (mg protein)™ (30 min)™  when
300 mM mannitol was added (n = 3).

Finally, we recorded ionic current and ATP release from
CD39 antisense-injected oocytes (n = 13) and from water-
injected oocytes (n=28). In 13 of the 14 oocytes CD39
antisense oligonucleotide significantly reduced ATP
release and the ionic current after 13 min of hypertonic
exposure (Fig. 10).

DISCUSSION

Cell volume regulation is a complex cellular response, that
involves at least three steps (Montrose-Rafizadeh &
Guggino, 1990). First, the cell must be able to detect
changes in cell volume; second, it must initiate regulatory
processes that alter intracellular solute content, and third,
the cell must remember its initial volume and shut down
the volume regulatory process. Mammalian cells show
regulatory cell volume decrease under hypotonic
conditions, but they do not always exhibit regulatory cell
volume increase under hypertonic conditions (Montrose-
Rafizadeh & Guggino, 1990).

Cell shrinkage elicited by a hyperosmotic solution
promotes subsequent influx of ions and water; regulatory
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Figure 9. External NTPDase activity of oocytes during
hypertonic shock

The bar histogram shows the NTPDase activity as ATP hydrolysis
stimulated by calcium. We investigated the activity in isotonic and
hypertonic conditions. Calcium-independent activity was very low
and was insensitive to hypertonic shock. However, the calcium-
stimulated activity was inhibited by 56 %. ** P < 0.01 (1 = 4).
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volume increase is mediated either by Na*-K*-CI~
cotransport or by the coupled activities of Na*-H*
exchange (NHE) and CI'—=HCO; ™ anion exchange (Goss et
al. 2001). Several isoforms from mammalian and non-
mammalian cells have been cloned, including Xenopus
oocytes. To achieve a regulatory volume increase Xenopus
oocytes must co-express the endogenous ion transporter
xoNHE and at least the anion exchanger AE2 (Jiang et al.
1997), cloned from mouse (Grinstein et al. 1992). This
indicates that Xenopus oocytes share the same first steps of
cell volume regulation as mammalian cells and therefore
the release of ATP induced by cell shrinkage should be a
considered a general phenomenon related to volume
adaptation.

Changes in cell volume are associated with ATP release,
which is usually detected during cell swelling in hypotonic
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Figure 10. Hypertonic shock-activated membrane
currents and ATP release in oocytes injected with an
antisense oligonucleotide complementary to CD39
mRNA

Upper graph: average of current amplitudes during 1 min of
recording. [J, water-injected oocytes (n = 8); B, CD39 antisense-
injected oocytes (n = 13). * P < 0.05,** P < 0.01. Lower graph: plot
of ATP release vs. current and time in CD39 antisense-injected
oocytes (each point represents the ATP release vs. current
amplitude during each minute of recording from minute 7 to
minute20).
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conditions (Hazama et al. 2000; Grygorczyk & Guyot,
2001; Koyama et al. 2001; Okada et al. 2001; Sabirov ef al.
2001; Boudreault & Grygorczyk, 2002). Several reports
have shown that hypotonic shock-activated currents are
observed only in follicle-enclosed Xenopus oocytes
(Arellano & Miledi, 1993, 1995; Ackerman et al. 1994; Aleu
et al. 1997). We tested defolliculated Xenopus oocytes in
hypotonic conditions (95 mosmol I”') and we did not
detectany release of ATP or activation of any ionic current.
Moreover, we did not detect ATP release in oocytes in
which even the vitelline envelope had been completely
removed (data not shown). In contrast, oocytes challenged
with hypertonic solution released ATP and showed a
reduction in volume. We also recorded ATP release in
oocytes that were not impaled by glass microelectrodes,
which revealed that the release was not due to leakage
around the electrodes during cell shrinkage. A hypertonic
challenge in Xenopus oocytes also activated an inward
current that has been described elsewhere (Zhang &
Hamill, 2000) and is reminiscent of that activated by
mechanical stress (Saitou et al. 2000).

The release of ATP was accompanied by activation of an
inward current. While the effect of hypertonic solution on
cell volume was reversible, even after a second application,
activationof the inward current was totally blocked during
a second hypertonic challenge and release of ATP, though
still detectable, represented only 35 % of the amount of
ATP released during the first hypertonic stimulus.

The hypertonic shock-activated inward current was
completely reversible, but was blocked after a second
hypertonic challenge, suggesting an association between
the opening of the current and some disruption between
the cytoskeleton and the plasma membrane. In fact,
hypertonic solutions applied to Xenopus oocytes have been
shown to induce the formation of individual cytoskeleton-
tree vesicles (Zhang et al. 2000). Such vesicles showed a
reduced sensitivity to mechanically activated channels.
The association between the cytoskeleton and
mechanically activated channels has been reported in
other experimental models such as neurons, in which the
use of cytochalasin or colchicines disrupts the assembly of
cytoskeleton and decreases the activity of mechanically
activated channels (Cho et al. 2002).

The ATP release—current relationship described two major
components of hypertonic shock-activated ATP release.
The first component took place during the first 10 min of
shrinkage, where the amount of ATP released and the
amplitude of the inward current were not correlated. This
indicates that a non-ionic process is involved, for example
exocytosis. The second component began when oocyte
volume reached a minimum. In this phase the amount of
ATP released correlated with the amplitude of the inward
current.
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It is well known that exocytosis is inhibited by clostridial
toxins (Rosseto ef al. 2001; Aleu et al. 2002). To analyse the
possible exocytotic origin of ATP release we used tetanus
neurotoxin (TeNT). To verify the action of this toxin, we
injected the light chain of TeNT (L-TeNT) instead of
superfusing the oocytes with the holotoxin, because it is
not known whether Xenopus oocytes express any receptors
to clostridial toxins on their surface. We found that
L-TeNT injected into oocytes inhibited the first
component of ATP release induced by the hypertonic
stimulus. In oocytes injected with L-TeNT, all points
analysed fitted an exponential curve, and the fitted curves
in L-TeNT-treated and non-L-TeNT-treated oocytes were
very similar, suggesting that both describe the same
cellular mechanism. Since only the release of ATP during
shrinkage (the first component) is sensitive to L-TeNT,
this component may correspond to an exocytosis-
mediated release. In agreement with these results, a recent
study provided evidence that ATP release from Xenopus
oocytes stressed with local mechanical stimulation is
sensitive to Brefeldin A, which interrupts the traftic of
vesicles from the Golgi apparatus to the cell surface,
suggesting an exocytotic pathway for ATP release (Maroto
& Hamill, 2001). In other non-secretory cells also, such as
those from the pig ureter epithelium (Knight er al. 2002),
the release of ATP is associated with the exocytosis of small
vesicles.

The second component of ATP release (once oocyte
volume reached the minimum) was strongly inhibited by
gadolinium, a classical blocker of mechanically activated
ionic channels, but during the shrinking process (first
component) there was no significant difference between
control and gadolinium-treated oocytes: this implies that
the first component of ATP release (the exocytotic
process) is not affected by gadolinium. It has been
reported that gadolinium also enhances ATP release
during cell swelling owing to its membrane fusogenic
activity (Boudreault & Grygorczyk, 2002), but we ruled
out this possibility in Xenopus oocytes because, at the
concentrations tested, ATP release did not increase.

During hypertonic challenge, gadolinium did not inhibit
shrinkage of the oocytes, but the hypertonic shock-
activated current was strongly inhibited. Similar results
were obtained during the activation of osmoreceptors in
supraoptic neurons (Oliet & Bourque, 1996) and the
concentrations at which gadolinium was more active were
in the range of 100-500 gM. Xenopus oocytes may thus be
sensitive to hypertonic solutions in a manner similar to
neurons. However, in oocytes the gadolinium-induced
inhibition of the hypertonic-activated current was
coincident with the inhibition of ATP release. The
inhibitory effect of gadolinium on both the current and
ATP release was observed throughout the period of
currentactivation.
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The reversal potential of the hypertonic-activated current
was the same under all conditions tested and was very close
to the reversal potential of CI” in Xenopus oocytes
calculated according to their intracellular CI°
concentration (Dascal, 1986). Gadolinium did not change
the reversal potential in isotonic or hypertonic solutions. If
ATP is released as a charged molecule, only a small fraction
of the current (1%) would be supported by the anionic
ATP, and this net ATP current would be masked by the
background noise of the amplifier. This explains why,
when the intracellular concentration of ATP was
increased, we recorded a clear increase in ATP release but
not in current amplitude. An increase in ATP release was
only detected when the inward current was activated and
the oocyte had shrunk.

A link between ATP release and chloride flux has been
demonstrated in Xenopus oocytes expressing functional
CFTR (Jiang et al. 1998). We did not detect ATP release
when activating CFTR with cAMP, as reported by other
groups, supporting the view that CFTR is not permeable to
ATP (Grygorczyk & Hanrahan, 1997; Watt et al. 1998;
Braunstein et al. 2001). In oocytes injected with CFTR
during the shrinking process, the current activated by the
hypertonic stimulus was inhibited, but there was little
effect on the ionic current recorded after the oocytes
reached their minimum volumes. CFTR and L-TeNT
inhibited ATP release during the first minutes of recording
but not later, suggesting that they affect the same processses
of ATP secretion. This would support one of the hypotheses
formulated by Devidas & Guggino (1997), who propose that
CFTR indirectly controls the exocytosis of ATP.

The membrane protein CD39 is also related to ATP
transport through the cell plasma membrane, as suggested
elsewhere (Wang et al. 1998; Bodas er al. 2000; Abraham et
al. 2001). CD39 has two transmembrane domains and a
small hydrophobic loop (Wang et al. 1998), which is
analogous to other ionic channels. CD39 is a member of
the family of type 1 NTPDases, since it hydrolyses ATP or
ADP in a calcium-dependent manner (see Zimmermann,
2000 for review). Endogenous NTPDase activity has been
described in Xenopus oocytes (Ziganshin et al. 1995; Bodas
et al. 20005 Aguilar et al. 2001). In our study, NTPDase
activity was inhibited by more than 50 % at the end of the
period of hypertonic challenge. This inhibition is likely to
contribute to the exponential increase in ATP detected
because the probability of ATP being degraded decreases
with time. We ruled out a direct effect of mannitol, since
mannitol had no inhibitory effect on the NTPDase activity
of potato apyrase. The amino acid sequence responsible
for the activity of NTPDase has been conserved in all types
of NTPDases, including potato apyrase, so any direct
inhibitory effects of mannitol would be apparent in all of
them. The inhibition of NTPDase activity may also be due
to endocytosis of the endogenous CD39, which has been
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associated with caveolae (Koziak et al. 2000). However,
under the condition of hypertonic stimulus, we detected a
release of ATP that was sensitive to clostridial toxins,
indicating an increase in the rate of exocytosis. Since the
increase in ATP release is coincident with inhibition of
NTPDase activity, and we have suggested that CD39 is
involved in plasma membrane ATP transport (Bodas ef al.
2000}, CD39 may have two conformations: one in which it
behaves as a hydrolysing enzyme and another in which it
behaves as a transporter. In hypertonic conditions, a
significant part of the endogenous CD39 of oocytes would
adopt the transporter conformation, thus reducing the
number of molecules acting as NTPDase. The experiments
performed in oocytes injected with CD39 antisense
oligonucleotide showed a decrease in ATP and also in
inward current (second component), reinforcing the view
that CD39 is involved, directly or indirectly, in ATP release
induced by hypertonic stress. Moreover these experiments
also relate the transport of ATP to the inward current. In
addition, our group has demonstrated that in Xenopus
oocytes expressing human CD39 there is an increase in the
hyperpolarizing-activated current associated with ATP
release (Bodas et al. 2000).

Our studies have focused entirely on ATP release induced
by hypertonic stress, but ATP release may also be induced
in Xenopus oocytes by mechanical stress (Maroto &
Hamill, 2001) and hyperpolarizing pulses (Bodas et al.
2000). Other mechanisms implicated in ATP release
involve hemi-gap junctions, as recently described in
astrocytes (Stout et al. 2002). Xenopus oocytes express
endogenous hemi-gap channels Cx38 (Ebihara, 1996), and
they may be involved in ATP release in this system.

Finally, we conclude that ATP release is induced by
hypertonic stress in Xenopus oocytes via two different
mechanisms: one related to exocytosis and the other
related to an ionic current. CD39 is, directly or indirectly,
implicated in this process.
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