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INTRODUCCIO

Els fosfolipids de les membranes cel-
lulars compleixen un paper fonamental en
el manteniment de l'estructura i la compar-
ticié cel-lular, gracies a la seva naturalesa
molecular amfipatica, i cada cop més sén
observats des de la perspectiva de la trans-
ducci6 de senyals com a precursors de mis-
satgersintracel-lulars. Diverses fosfolipases,
sensibles a l'activaci6 per neurotransmis-
sors i altres estimuls extracel-lulars, catalit-
zen la seva hidrolisi trencant enllagos ester o
fosfoester, il'accid, com a segons missatgers,
dels productes que en poden derivar permet
dibuixar una xarxa d'esdeveniments que se
succeeixen i s'entrellacen configurant una
part important del complex comandament
del metabolisme i de les funcions cel-lulars.
En aquest capitol tractarem alguns aspectes
relacionats amb la intervenci6é de les fos-
folipases C de fosfoinositids (PLC) i de les
fosfolipases D (PLD) en sistemes de trans-
duccio.

Caracteristiques enzimatiques de les
fosfolipases C i D

Primerament observaremla PLCila PLD
com a dos enzims i en destacarem algunes
caracteristiques (Figura 1). Tots dos enzims,
localitzats tantala membrana com al citosol,
trenquen glicerofosfolipids hidrolitzant un
enllag fosfoester. La PLC actua entre el fosfat
i el glicerol, i dona lloc a la formaci6é de
diacilglicerol (DAG) com a producte lipidic,
i del cap polar amb el fosfat unit com a
producte soluble. Un substrat ben establert
delaPLC és el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat
(PtdIns4,5P,), si la PLC hidrolitza també, en
la cel-lula viva, el fosfatidilinositol (PtdIns)
i el fosfatidilinositol 4-fosfat (PtdIns4P) no
és tan clar (Majerus, 1992). La transcenden-
cia d'aquesta qiiesti6 es fonamenta en el fet
que malgrat que el DAG és un producte
com(, amb funcions de segon missatger, els
metabolits solubles que s'obtenen de la hi-
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Figura 1. Caracteristiques de les fosfolipases C i D.

drolisi de cadascun dels fosfoinositids es-
mentats son inositols fosfats (InsPs) dife-
rents i, entre ells, només l'inositol 1,4,5-tris-
fosfat (Insl,4,5P3), producte del trencament
del PtdIns4,5P,, funciona com a segon mis-
satger. Per tant, la hidrolisi tant del PtdIns
com del PtdIns4P podria generar un senyal
cel-lular desencadenat per I'acci6 del DAG
perdo deslligat dels efectes cel-lulars de
1'Ins1,4,5P.,.

LaPLD, toti trencar un enllag del mateix
tipus que la PLC, hidrolitza la uni6 del cap
polar i el fosfat fent que el producte lipidic
sigui l'acid fosfatidic (PtdOH) i el cap polar
lliure del fosfat, el producte soluble. El prin-
cipal fosfolipid hidrolitzat per la PLD és la
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fosfatidilcolina (PtdCho), perd tant la fosfa-
tidiletanolamina (PtdEtn) com el fosfatidi-
linositol (PtdIns) s’han proposat també, en
alguns sistemes, com a substrats d'aquesta
fosfolipasa (Exton, 1994b).

S'hanaillati caracteritzatbioquimicament
cinc grups d'isoenzims de la PLC (o, B, v, 81
€) i es coneix l'estructura primaria dels f, yi
d, que son els més abundants al cervell, pero
només els B i els yson sensibles a l'activaciod
dereceptors (Lee i Rhee, 1995). La diversitat
molecular de la PLD de moment només és
una sospita basada en algunes diferencies
observades en l'especificitat de substrat, la
localitzaci6 subcel-lular i la .sensibilitat
d'aquesta activitat a diferents factors modu-



ladors (Exton 1994b); pero la caracteritzacio
molecular, atil en la identificacié de dife-
rents isoenzims, tot just acaba de comengar
i no és el moment de dir quins son els que
s'estimulen mitjangant I'activaci6 de recep-
tors (Morris et al., 1996).

Les fosfolipases C i D com a sistemes
efectors

Contextualitzar la PLC en l'engranatge
d'un mecanisme transductor és acceptat i
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FiGura 2. Fosfolipases C i D com a sistemes efectors.
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habitual, i ens serveix d'exemple l'estimula-
ci6 d'aquesta activitat que senyals extracel-
lulars de naturalesa molt diversa (hormo-
nes, neurotransmissors, factors de creixe-
ment, immunoglobulines, etc.) provoquen
en la majoria de teixits i la gran varietat de
respostes cellulars on participa. Quan la
PLC hidrolitza el PtdIns4,5P, es genera
Ins1,4,5P,iDAG (Figura 2). El primer mobi-
litza Ca? emmagatzemat en vesicules del
reticle endoplasmatic, i augmenta la seva
concentracié citosolica (Berridge, 1993),
mentre que el segon activa diferents isoen-
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zims de la proteina cinasa C (PKC), alguns
dels quals també son activables pel Ca®
(Nishizuka, 1995). Aleshores, la resposta
cel-lular deriva de la modulacié que per
fosforilacié pot exercir la PKC, juntament
amb l'acci6 directa o indirecta del Ca** sobre
enzims del metabolisme cellular. Aquest
sistema transductor disposa d'un mecanis-
me amplificador que té com a base la sensi-
bilitat de la PLC pel Ca®*ies desencadenaen
bona part perl'entrada de Ca** extracel-lular
provocada pel buidatge dels seus diposits
intracel-lulars (Clapham, 1995). Com que el
Ca** és un activador de la PLC, després de
I'influx del cati6 hi pot haver una nova pro-
ducci6 d'Ins1,4,5P, que amplifica el cicle, ja
que simultaniament s'’haurien reomplert els
compartiments de Ca?* intracel-lulars.
Dins d'aquest apartatintroductori també
farem esment del metabolisme que sofrei-
xenels segons missatgers que generala PLC,
un mecanisme desactivador del sistema
transductor, amb el qual son reciclats cap a
la formaci6 de nous fosfoinositids (Majerus,
1992). Ens interessa revisar aquest punt per-
que bona part dels estudis que hem fet al
nostre laboratori s'ha basat en l'analisi dels
intermediaris del cicle dels fosfoinositids
que s'accelera com a conseqtiencia de I'esti-
mulaci6 de la PLC. Dos enzims diferents, la
Ins1,4,5P, 3-cinasa, que dona lloc a la forma-
ci6 d'Ins1,3,4,5P,, i la inositol polifosfat 5-
fosfatasa, que formaIns1,4P,, inicienles dues
rutes alternatives del metabolisme de
I'Ins1,4,5P, (Figura 3). Aleshores, ambdos
productes sofreixen desfosforilacions suc-
cessives fins a inositol lliure que la cel-lula
pot reciclar cap a la sintesi de PtdIns. Cal
comentar que el Li* inhibeix tantl'enzim que
allibera el fosfat de la posici6 1 de I'inositol
com el que hidrolitza qualsevol dels inosi-
tols monofosfats, fet que ha donat lloc a una
teoria per explicar les seves accions terapeu-
tiques en la depressié bipolar (Jope i
Williams, 1993) i ha permes desenvolupar

tecniques per determinar l'activitat PLC
mesurant]'acumulaci6 d'InsPs. El reciclatge
del PtdIns també incorporalabrancalipidica
dels productes de la PLC ja que el DAG es
converteixen PtdOH al reticleendoplasmatic
per acci6 de la DAG cinasa, aquest s'activa
transformant-se en CDP-diacilglicerol (CDP-
DAG) per la CTP-fosfatidat citidil transfera-
sa, i finalment la PtdIns sintasa (CDP-
diacilglicerol: mio-inositol fosfatidil trans-
ferasa) s'encarrega d'unir la branca soluble i
lipidica en la resintesi de PtdIns, principal-
mental reticleendoplasmatic. Després, dues
fosforilacions successives del PtdIns, pri-
mer a la posici6 4 i seguidament a la 5 de
I'anell d'inositol, permeten la sintesi de
PtdIns4P en vesicules relacionades amb el
transit de membranes, i de PtdIns4,5P, a la
membrana plasmatica. L'existencia de fos-
fatases tant del PtdIns4,5P, com del PtdIns4P
faciliten interconversions reciproques entre
els diferents fosfoinositids.

Quant a la PLD, també és llarga la llista
de senyals extracel'lulars que l'activen en
molts teixits (Figura 2) i, concretament al
sistemanervios, s'allarga cada copmés (Klein
et al., 1995), perd una analisi de la PLD com
a sistema efector paral-lel al de la PLC enca-
ra és una mica agosarat. De fet, son pocs els
que dubten de la participaci6 de la PLD en
mecanismes transductors, pero cal ser pru-
dents en qualificar-la de sistema efector, ja
que ésnecessari caracteritzar millor el meca-
nisme que la pugui relacionar directament
amb l'activacié de receptors i el paper que
com a segons missatgers podrien tenir els
productes de la seva acci6. No obstant aixo,
I'esquema proposat és el de la fugura 2, on
s'observa que de la hidrolisi de la PtdCho
per part dela PLD, en resulten el PtdOH ila
colina. EI PtdOH pot funcionar ell mateix
com a segon missatger, implicat en proces-
sos mitogenics (Exton, 1994a), o ser el pre-
cursor del DAG, per acci6 de l'enzim fos-
fatidat fosfatasa, i aleshores, de I'un, de I'al-
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Ficura 3. Cicle dels fosfoinositids.

tre o de tots dos deriva la resposta cel-lular.
Si simultaniament actua una fosfolipasa A,
sobre el PtdOH es pot formar liso-PtdOH,
que s'allibera rapidament de la cel-lula i,
entre altres funcions, pot intervenir en la
resposta cellular d'una forma autocrina sen-
se que de moment es conegui el possible
receptor.

Reticle endoplasmatic ¥

CDP-DAGYT PtdOH YT DAG
PPI c1P ADP  ATP

Mecanismes d'activacié de les fosfolipases
CiD

Havent vist, en general, els esdeveni-
ments cel-lulars posteriors a l'acci6 de les
fosfolipases C i D, ara ens fixarem més con-
cretament en els mecanismes genericament
anomenats transductors, responsables de
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I'activaci6 d'aquests dos enzims per recep-
tors (Figura 4).

Molts dels receptors de membrana cons-
tituits per una cadena polipeptidica amb set
dominis transmembrana en la seva estruc-
tura poden activar la PLC mitjangant prote-
ines G trimeriques. Aquestes proteines se-
gueixenun cicle funcional coma (Neer, 1995),
que breument seria el segiient: la uni6 espe-
cifica de I'agonista amb el receptor provoca
un canvi conformacional en el receptor que
afavoreix la formaci6 d'un complex ternari
d'alta afinitat: I'agonista, el receptor i la pro-
teina G. Aleshores, la subunitat o de la pro-
teina G intercanvia GTP pel GDP que tenia
unitiaixd promou la dissociaci6 de la prote-
ina G en les subunitats a.i By, i la d'aquestes
respecte al receptor. La subunitat o amb el
GTP unit activa el sistema efector fins que
l'activitat GTPasa, propia de la subunitat o,
hidrolitzael GTP i tornaal'estat basal unint-
se al dimer By, que, al seu torn, pot haver

PR l+
2+ 3+

FiGura 4. Mecanismes d'activacié de les fosfolipases C i D.

activat el mateix sistema o altres sistemes
efectors. Un nombre important d'experi-
ments in vitro han demostrat que la subuni-
tat ode les proteines dela familia G, unida
a GTP, pot estimular els isoenzims PLC-B
amb eficacies que varien segons el subtipus
d'aquests isoenzims que s'hagin utilitzat,
reconstituit o expressat (Lee i Rhee, 1995).
Tambeé a partir d'experiments similars s'ha
descrit que els dimers By de les proteines G,
molt probablement de la familia G, , poden
activar els diferents subtipus de la PLC-B,
encara que amb un ordre d'eficacies diferent
de l'obtingut amb les subunitats o, (Stern-
weiss, 1994; Lee i Rhee, 1995). Com a reflexié
sobre els mecanismes d'activaci6 de la PLC
associats a receptors de set dominis trans-
membrana, emfasitzarem que hi ha molts
estudis que descriuen la interacci6 o bé del
receptor amb la proteina Gq, o bé de la sub-
unitat o, amb la PLC-B, perd l'evidencia cla-
ra de la connexi6 dels tres components, és a
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dir, receptor, proteina G_i PLC-f en el pro-
cés de transduccié, només s'ha descrit per al
cas dels receptors muscarinics de I'acetil-
colina (Berstein et al., 1992). Per a altres re-
ceptors de la mateixa familia se suposa el
mateix mecanisme transductor sobre labase
de I'nomologia estructural entre els recep-
tors d'aquest conjunt que estimulen la PLC.

Al marge de l'activacié per mitja d'una
proteina G, hi ha dos mecanismes addicio-
nals d'estimulacié de la PLC. D'una banda,
els receptors de membrana amb activitat
tirosina cinasa en el domini citoplasmaticde
la seva estructura, com els receptors de fac-
tors de creixement, fosforilen en tirosines la
PLC-yi com a resultat d'aquesta modificacio
l'activen (Lee i Rhee, 1995). De I'altra banda,
i com a conseqiiencia d'una gran varietat de
fenomens que poden produir-se a nivell de
lamembrana plasmatica d'una cel-lula, I'en-
trada de Ca?* extracel-lular pot activar els
isoenzims B i y de la PLC (Eberhard i Holz,
1988). Aixi doncs, l'activacié de receptors-
canals permeables a aquest cati6, o I'obertu-
ra d'un canal de Ca** connectada amb un
receptor de set dominis transmembrana mit-
jangant una proteina G, també es poden
incloure en els mecanismes activadors de la
PLC. De totes maneres cal subratllar que
l'altim dels mecanismes mencionats exis-
teix gairebénomés en forma d'hipotesi.

Pel que fa als transductors que acoblen
diversos receptors i la PLD, de moment es
pot dir que poden ser molts perd encara no
n'hi ha cap de clar. Com a candidats, perque
s6n bons activadors de la PLD, hi trobem la
PKC, tirosines cinases, proteines G trimeri-
ques, proteines G monomeriques com les
Rho oel factor d'ADP-ribosilacid, una prote-
ina de la familia Ras coneguda previament
per la seva participaci6 en el transit intra-
cel-lular de membranes i en l'activacio irre-
versible de les proteines G_ per la toxina
colerica, i fins i tot el Ca*, perb en aquest
altim cas no sembla que es tracti d'un efecte
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directe de 1'i6 sobre I'enzim (Exton, 1994b;
Klein et al., 1995). Tenint en compte que tant
la PKC com el Ca?* augmenten l'activitat
PLD i que molts senyals activadors de la
PLC també ho soén de la PLD, s'ha proposat
que, almenys en alguns casos, I'estimulacio
de la PLD podria ser una conseqiiencia de
l'activaci6 de la PLC, ja que aquesta Gltima
fosfolipasa genera missatgers que activenla
PKC i augmenten la concentraci6 de Ca*
intracel-lular.

LINIES DE TREBALL DEL NOSTRE
GRUP

Dins el camp ampli de I'estudi de la se-
nyalitzaci6 cel-lular roman permanentment
plantejada una qiiesti global que podriem
formular més o menys encertadament aixi:
Com pot ser que un nombre relativament
discret de mecanismes transductors, engra-
natges senzills o complexos d'episodis suc-
cessius, que conflueixen en l'augment d'un
nombre encara més discret de missatgers
intracel-lulars, puguin explicar les relacions
tan especifiques que hi ha entre un conjunt
molt gran i divers de senyals extracel-lulars
i un altre conjunt encara més gran i més
divers de respostes cel-lulars? Malgrat que
limitem el camp d'estudi a aquells sistemes
transductors que tenen com a sistema efec-
tor la PLC o potencialment la PLD, que te-
nen lloc al cervell i que son activats per
receptors de neurotransmissors amb set do-
minis transmembrana a la seva estructura,
la qiiestio segueix plantejada i en intentar
desenvolupar-laensorgeixen, en conseqtien-
cia, algunes més. Es, potser, que la idio-
sincracia de cada cel-lula, és a dir, el conjunt
concret d'enzims responsables del seu meta-
bolisme, respon a I'augment dels mateixos
missatgers secundaris d'una forma diferent?
O és que els mecanismes transductors tot i
seguir un esquema general comu tenen ma-
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tisos diferents segons siguin activats per di-
ferents receptors i/ o es desencadenin en un
tipus cel-lular o en un altre?. I encara més:
Pot ser que una determinada resposta cel-
lular sigui el resultat metabolic que provoca
l'encreuament de diferents mecanismes
transductors, aportant cadascun d'ells una
intensitat concreta a la resposta i fent que el
conjunt sigui Gnic? Una combinaci6 de la
segona i la tercera qiestié que acabem d'ex-
posar perd plantejada afirmativament ens
ha servit d'hipbtesi general per al comenca-
ment del nostre treball. A favor d'aquesta
hipotesi, la variabilitat dels components que
conformen l'engranatge transductor i la
promisctiitat de les seves interaccions, que
ens empeny a reexaminar sistemes de trans-
ducci6, com el de 'activacié de la PLC, amb
un esquema general establert, hi ha eviden-
cies cada vegada més clares i extenses.

En el cas de la PLC, entre tot el que s'ha
descrit sobre I'enzim o sobre el mecanisme
de transducci6 acoblat als receptors de set
dominis transmembrana, del qual forma
part com a sistema efector, vam destriar di-
versos punts sense resoldre que defineixen
els objectius concrets del nostre treball. L'es-
pecificitat de la PLC pels diferents fosfoi-
nositids és controvertida i de fet es coneix
poc la hidrolisi d'aquests substrats si sén
endogens. En teixit cerebral huma hi ha
dificultats metodologiques per a l'estudi
de la funcionalitat de l'acoblament entre
els receptors i la PLC. Quant al mecanisme
d'activaci6 de la PLC associat a receptors
de la familia estructural dels acoblats a
proteines G, si bé en alguns d'ells esta ben
definit a nivell molecular (cas dels musca-
rinics del'acetilcolina), en d'altres s'ha infe-
rit moltes vegades sobre la base de la seva
estructura i per analogia amb els de la ma-
teixa familia. En aquest cas, i pel que fa al
sistema nervids, hi ha pocs treballs que
abordin la qiiestié en teixit intacte. Final-
ment, la relaci6 entre el sistema transduc-

tor acoblat a la PLC i l'activitat PLD esta en
procés de descripci6 com, de fet, ho esta la
mateixa PLD. Amb la intencié d'aprofun-
dir sobre tots els punts que acabem d'es-
mentar, estem portant a terme els estudis
que comentem breument a continuacio.

Especificitat de substrat de la fosfolipasa C

L'interes sobre aquest punt esta en el fet
que, com hem esmentat, del percentatge
d'hidrolisi dels diferents fosfoinositids
(PtdIns, PtdIns4P i PtdIns4,5P,) derivalare-
laci6 de productes solubles (InsPs) formats
i, com que només 1'Insl,4,5P3 és capag de
mobilitzar Ca** de compartiments intracel-
lulars, aixo podria implicar una activacié de
la PKC pel DAG, el producte coma, deslli-
gada del senyal de Ca** en el cas de la hidro-
lisi de PtdIns i de PtdIns4P. Com a dades
previes, centrant-nos en el sistema nervios,
disposavem de treballs que descrivien tant
la hidrolisi dels dos polifosfoinositids
(PtdIns4P i PtdIns4,5P,) (Batty i Nahorski,
1992), com tinicament del PtdIns4,5P, (Fisher
et al., 1990), en tots dos casos utilitzant cel:-
lules senceres i mesurant els InsPs formats
en temps curts. No obstant aixo, resultats
del nostre grup ens indicaven que la hidro-
lisi de tots tres fosfoinositids era possible en
una preparacié de membranes d'escorca ce-
rebral de rata quan es presentaven els subs-
trats radioactius exogenament i s'estimula-
valaPLCambl'agonistamuscarinic carbacol
(Cch) en presencia de GTPyS, un analeg no
hidrolitzable del GTP necessari per a I'acti-
vacio6 de les proteines G (Claro et al., 1989).
Ens vam preguntar si els resultats serien
iguals utilitzant substrats endbgens en el
mateix sistema, és a dir, si la PLC podria
hidrolitzar igualment els diferents fosfoi-
nositids propis de lamembrana pre-marcats
amb [*H]Jinositol en el teixit encara intacte.

Vam utilitzar la mesura dels diferents
InsPs acumulats, separant-los amb HPLC,



en una preparacié de membranes per abor-
dar aquesta qtiestio ja que un estudi similar
encel-lulessenceres comportaimpediments
experimentals dificils d'evitar. En primer
lloc, intentar mesurar la disminuci6 de cada
fosfoinositid com a reflex de la seva hidro-
lisi és conflictiu perque, almenys els polifos-
foinositids, es troben en quantitats molt
petites i és dificil inhibir I'acci6 de les cina-
ses i fosfatases que els interconverteixen
continuament. En segon lloc, el metabolis-
me dels InsPs en una preparacié de mem-
branes és molt més senzill que en una cel-
lula intacta i facilita la identificacio dels
substrats que els han originat (Figura5). La
diferencia els dos sistemes esta determina-
daperlalnsl,4,5P, 3-cinasa, un enzim solu-
ble que no actuaenuna preparacié de mem-

Cél.lula intacta
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branes. Aleshores, si detectem la formacio
d'Ins1P en una preparacié de membranes
sabem que només pot provenir de la hidro-
lisi del PtdIns, perd en una cel-lula el seu
origen és més confas perque també és un
producte del metabolisme de 1'Ins1,4,5P,, i
si detectem la producci6 d'Ins4P i Ins1,4P,
en tots dos sistemes poden ser el reflex de la
hidrolisi dels dos polifosfoinositids.
Primer de tot vam investigar la hidrolisi
de I'PH]PtdIns (acumulacié de [°*H]Ins1P)
per una banda, i la hidrolisi conjunta dels
dos *H-polifosfoinositids (acumulacié de
[*H]Ins4P i [*H]Ins1,4P,) per l'altra, després
d'estimular la PLC amb GTPYS sol o junta-
ment amb Cch en funci6 de la concentraci6
de Ca* lliure durant I'assaig, en presencia o
absencia d'ATP, necessari en la sintesi dels
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FiGura 5. Metabolisme dels inositols fosfats en el teixit intacte i en preparacions de membranes.
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polifosfoinositids, i tant utilitzant membra-
nes premarcades amb [*H]inositol, com ex-
posant exogenament [°’H]PtdIns a membra-
nes no marcades radioactivament (Figura
6). A les quatre grafiques de I'esquerra de la
figura 6 es pot observar que la hidrolisi de
[*H]PtdIns és evident si s'utilitza substrat
exogen, per0 inexistent quan el substrat és
endogen. En el primer cas augmenta si in-
crementa el Ca** descrivint l'activaci6 de la
PLC pel propi Ca*. La hidrolisi dels *H-
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polifosfoinositids és alta tant si son exogens
com endogens, i evidentment en presencia
d'ATP perque es puguin sintetitzar. La pri-
mera conclusi6 seria, doncs, que quan els
fosfoinositids son endogens, la PLC estimu-
lada en les condicions utilitzades només
hidrolitza els polifosfoinositids.

A continuacié ens preguntarem quina
seriala contribuci6 de cada polifosfoinositid
en l'acumulacio total de *H-InsPs pero es
van presentar alguns problemes metodolo-

+ATP -ATP
25 —r T T T T T T T T T
@ M t[
a8 ol arcatge exogen
A aNe)
® § 15+
£T
~ 10}
33
(= 51
0 AC 1 1 L 1 1 L 1 1 L
003 01 03 1 3 003 01 03 1 3
25 T T = I T T T T T
%:%? wl Marcatge endogen
ol
% o
T 5
o © 0t
g o]
£ st
o0l L s N L i f L '
003 01 03 1 3 003 01 03 1 3
24
(Ca™).uM

FiGura 6. Hidrolisi dels fosfoinositids en membranes d'escorga cerebral de rata. Comparaci6 dels productes formats a partir
de [*H]PtdIns exogen i de *H-fosfoinositids endogens. Membranes no premarcades, incubades amb [*H]PtdIns (marcatge
exogen) i membranes premarcades amb [*H]inositol (marcatge endogen) van ser incubades amb ATP i sense,amb ( ) isense
(0) 1uM GTPYS i ImM carbacol i amb les concentracions de Ca**indicades. Els diferents *H-InsPs formats foren separats
per HPLC. Els resultats representen la formacié dels diferents InsPs com a percentatge dels respectius *H-fosfoinositids

precursors en cada condicié experimental.



gics d'entrada. Mesurar la velocitat d'hi-
drolisi de I'°H]PtdIns4,5P, mitjangant la
produccié de [*H]Ins1,4,5P, és dificil, ja que
aquest es desfosforilamolt rapidament cap
alaformaci6 de [*H]Ins1,4P, peracci6 dela
inositol polifosfat 5-fosfatasa. Conseqtient-
ment la produccié de [’H]Ins1,4P, tampoc
no pot ser una mesura encertada de la
velocitat d'hidrolisi de I'[PH]PtdIns4P per-
que també té I'origen en el metabolisme de
I'PH]Ins1,4,5P,, tal com acabem d'esmentar.
Per solucionar aquest conflicte experi-
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mental vam mesurar, de fet, les velocitats
d'aparici6 tant de 1'°H]Ins1,4,5P, com de
I'’H]Ins1,4P, en membranes premarca-
des amb [*HJinositol, perd en presencia
d'Ins1,4,5P, no marcat per impedir el me-
tabolisme del radioactiu. En aquestes con-
dicions, la formaci6 de [*H]Ins1,4,5P, re-
flectia la hidrolisi de I'°H]PtdIns4,5P, i la
de [*H]Ins1,4P, i la de I'PH|PtdIns4P. A la
grafica principal delafigura?7, s'expressala
producci6 de [*H]Ins1,4,5P, com a percen-
tatge de les velocitats de produccié del
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FiGura 7. Velocitat relativa de formacié de [*H]Ins1,4,5P, en membranes premarcades amb [*H]inositol i estimulades amb
GTPyS i carbacol. Els resultats representen la formacié de [*H]Ins 1,4,5P, com a percentatge de la formacié de [*H]Ins1,4,5P,
+ [*H]Ins1.4P,, en funcié de la concentracié d'Ins1,4,5P, no marcat afegit per inhibir la hidrolisi de [‘H]Insl,4.5P_‘.
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mateix [*H]Ins1,4,5P, i1 [*H]Ins1,4P, suma-
des, en funci6 de concentracions creixents
d'Ins1,4,5P,. A la grafica inserida hi ha la
cinetica de saturaci6 de la inositol polifos-
fat 5-fosfatasa, que desfosforilal'Ins1,4,5P..
Es important observar que la grafica prin-
cipal arriba a un maxim quan la concentra-
cid d'Ir1sl,4,5P3 és la mateixa que satura la
inositol fosfat 5-fosfatasa (grafica inseri-
da), i aixo implica que en aquestes condi-
cions no es metabolitza significativament
I'PH]Ins1,4,5P,. Fins aqui podem deduir
que aquest punt maxim, amb un valor
asimptotic estimat del 12,5 %, ens indica la
velocitat d'hidrolisi del PtdInsP, (produc-
ci6 de [*H]Ins1,4,5P,) com a percentatge de
la suma de les velocitats d'hidrolisi de
I'PH]PtdIns4,5P, i de I'°H]PtdIns4P (pro-
ducci6 de [*H]Ins1,4,5P, + [*H]Ins1,4P,). Si
tenim en compte que, en el sistema utilit-
zat, el contingut de [3H]PtdIns4,5P2, com a
percentatge dels *H-polifosfoinositids totals,
té un valor proper al 12,5 %, aixo significa
que, en percentatge, la velocitat d'hidrolisi
de cadascun dels *H-polifosfoinositids re-
flecteix el seu contingut. Aleshores, com a
segona conclusid, podem enunciar que tant
I'PH]PtdIns4,5P, com I'[PH]|PtdIns4P endo-
gens d'una preparacié de membranes son
metabolitzats per la PLC amb la mateixa
eficacia.

Els resultats d'aquest treball (Claro et al.,
1993¢) recomanen cautela a I'hora de treure
conclusions en estudis sobre l'especificitat
de substrat de la PLC, en confirmar que la
seva forma de presentacié durant l'assaig
pot determinar-ne el resultat. Si bé descar-
ten forga clarament la hidrolisi del PtdIns
endogen d'una preparacié6 de membranes,
un resultat que podria ser extrapolable a
una cel-lula intacta, obren la possibilitat que
el PtdIns4,5P, i el PtdIns4P puguin ser hi-
drolitzats per la PLC indistintament. Per
tant, permeten pensar que en cel-lules dife-
rents, en funcid de l'accessibilitat sobretot

del PtdIns4P per la PLC, la relacié entre
l'activacio de la PKC pel DAG i el senyal de
Ca* pot tenir matisos diferents.

Mesura de l'activacio de la PLC per
neurotransmissors en cervell huma

L'experiencia metodologica en la deter-
minaci6 de l'activacié de la PLC en prepara-
cions de membranes cerebrals que haviem
acumulat en treballs com I'anterior i en d'al-
tres precedents, ens va permetre revisar cri-
ticament les diferents tecniques analitiques
(Claro et al., 1993b, 1995) i validar un proce-
diment experimental per mesurar |'estimu-
laci6 de la hidrolisi de fosfoinositids en
mostres de cervell huma post mortem (Sarriet
al., 1994). Aquesta possibilitat, d'interes ele-
vat, havia estat dificultada per dos tipus de
limitacions. D'unabanda, el premarcatge de
miniprismes amb [*HJinositol per mesurar
la formaci6 de [*H]InsPs tant en els mateixos
miniprismes, com en membranes prepara-
des a partir del teixit premarcat, requereix
obtenir el teixit viu, immediatament post
mortem, la qual cosa no és possible, en gene-
ral, en el cas de mostres humanes. De l'altra,
I'Gs de preparacions de membranes de teixit
obtingut per autopsia un cert temps després
de la mort pot permetre mesurar l'activitat
PLC de membrana enfront de substrats exo-
gens marcats, perd presenta l'inconvenient,
com hem vist a I'apartat anterior, que en
aquest cas l'enzim no mostra la mateixa
especificitat de substrat que quan hidrolitza
els seus substrats naturals: els fosfoinositids
endogens.

Aquests problemes van ser superats
amb una nova estrategia experimental per
marcar els fosfoinositids endogens amb
[’H]inositol en membranes preparades a
partir de mostres d'escorga cerebral huma-
na obtingudes de 8 a 12 hores post mortem.
El procediment aprofita la reversibilitat de
la reacci6 catalitzada per la PtdIns sintasa:



CDP-DAG +inositol <====>PtdIns + CMP,
de forma que incubant les membranes amb
CMP s'allibera I'inositol del PtdIns endo-
gen, el qual es marca radioactivament quan
es torna a formar a partir de I'[’H]inositol
afegit al medi. La presencia d'ATP permet
que també es marquin els dos polifosfoi-
nositids. Amb aquest procediment, i des-
prés de confirmar que les caracteristiques
cinetiques de la PtdIns sintasa de cervell
huma s6n semblants a les que previament
havien estat descrites en cervell de rata,
vam determinar la formacié de [*H]InsPs
com a conseqtienciadel'activacié delaPLC
a través d'una proteina G: el GTPYS I'esti-
mula d'una forma dependent de la concen-
tracié i aquesta activacio és potenciada per
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l'agonista muscarinic Cch (Figura8). Altres
agonistes muscarinics, com l'oxotremorina,
i també la serotonina (5-HT), produeixen
un efecte similar, que indica que l'acobla-
ment dels receptors muscarinics i dels de la
5-HT amb la PLC es conserva en membra-
nes de cervell huma post mortem. Aquests
resultats validen una metodologia per a
l'estudi de l'estat funcional dels receptors
acoblats a la PLC en mostres de cervell
huma i, per tant, permeten complementar
les mesures, més habituals, de la densitat
de receptors per tecniques de fixaci6 de
radiolligands i aprofundir en la compren-
si6 de les alteracions dels sistemes de re-
ceptors de neurotransmissors associats a
patologies neurologiques i psiquiatriques.

| | |

4 T
%)
O K=
Q2
=
a2
C T
- LT 21
«’Iﬂ
O
©
a2
A -
1
oLt}

@ 8

7 6 5

Jlog (GTPyS)

FiGura 8. Relacié concentraci6-efecte en 1'estimulaci6 de la PLC per GTPYS en membranes d'escorga cerebral humana i
efecte del carbacol. Les membranes van ser premarcades directament amb [*H]inositol en preséncia de CMP i incubades amb
les concentracions indicades de GTPYS, sense (0) i amb 1 mM carbacol ( ).
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Mecanisme d'activaci6 de la PLC per
receptors de neurotransmissors

Amb la intenci6 de matisar o redefinir
sistemes transductors més o menys ben co-
neguts, buscant l'origen de la diversitat de
respostes que s'obtenen mitjancant!'estimu-
laci6 d'un Gnic sistema efector, ens vam
plantejar analitzar la validesa general del
model establert en el cas de la PLC reexami-
nant el mecanisme de la seva activaci6 per
diferents receptors de set dominis trans-
membrana, acoblats a proteines G, en el
teixit cerebral intacte.

Es cert que en preparacions de membra-
na i per a alguns d'aquests receptors s'ha
demostrat que l'estimulaci6 de la PLC és
dependent de GTPYS, una evidencia clara
que el transductor és un component de mem-
brana i que requereix nuclevtids de gua-
nina, és a dir, una proteina G. També és cert
que quan es va purificar la proteina G_es va
poder estudiar la connexi6 entre la subuni-
tato unidaa GTPilaPLC-Boentrediversos
receptorsila proteina G , i finsi tot 'acobla-
ment ternari receptor - proteina G - PLC-
peral cas dels receptors muscarinics del'ace-
tilcolina, amb experiments de reconstitucio.
No obstant aixo, I'engranatge transductor
no ha estat establert per a tots els receptors
coneguts de set dominis transmembrana que
estimulenla PLCimolt poques vegades, per
la complexitat que implica, s'ha estudiat en
teixit intacte, que és I'nic sistema que pot
disposar de la xarxa d'esdeveniments com-
pleta perque tingui lloc la resposta cel-lular
que correspon a l'activacioé d'un receptor; a
part, hi ha certes dades que es fan dificils de
justificar utilitzant el model d'acoblament
mitjancant una proteina G. D'una banda hi
ha evidencies que els receptors muscarinics
de I'acetilcolina i els o, -adrenergics activen
la PLC amb caracteristiques diferents. Con-
cretament, laresposta dels o -adrenergics és
molt més sensible que la dels muscarinics al

Ca* extracel-lular (Minnemani Esbenshade,
1994). Aquests autors han postulat que els
subtipus o, dels receptors adrenergics po-
drien activar la PLC mitjangant un influx de
Ca*, mentre que els o, ho farien a través
d'una proteina G, una hipotesi que s'avé
amb el fet que un augment de Ca** intracel-
lular pot activar la PLC tot i ser-ne una
conseqiiencia. De I'altra banda s'han descrit
perfils d'InsPs individuals diferents segons
l'agonista que estimula la PLC (Baird i
Nahorski, 1990; Challis i Nahorski, 1991).
Tot aixo ens va fer pensar que alguns recep-
tors de set dominis transmembrana, almenys
els o -adrenergics, al marge de la seva capa-
citat per interaccionar amb proteines G, po-
drien activar la PLC indirectament, potser
de forma secundaria a l'entrada de Ca?¥,
contrastant amb I'activacié directa mitjan-
¢ant una proteina G, exemplificada amb el
cas dels receptors muscarinics de l'acetil-
colina.

Per a I'estudi que vam realitzar en teixit
nerviosintacte (Claro et al., 1993a; Sarriet al.,
1995), concretament en miniprismes d'es-
corga cerebral de rata, estimularem la PLC
activant un conjunt de receptors de neuro-
transmissors, comels colinergics muscarinics
(M, ,), serotoninergics (5-HT,), adrenergics
(ar,), histaminergics (H ), glutamatergics
metabotropics (mGluR, /5) i de 'endotelina
(ET, /B), amb els agonistes Cch, 5-HT, nora-
drenalina (NA), histamina (HA), endotelina-
1(ET-1)iacid trans-(1S,3R)-aminociclopentil-
1,3-dicarboxilic (+-ACPD), respectivament.
Tots els receptors amb els quals hem treba-
llat tenen set dominis transmembrana a la
seva estructura, interaccionen amb protei-
nes G i conformen el grup de receptors amb
aquestes caracteristiques que en el cervell
activen la PLC d'una forma quantitativa-
ment més elevada (Fisher et al. , 1992).

El primer enfocament del treball va ser la
mesura de diversos intermediaris del cicle
dels fosfoinositids després d'estimular la



PLC amb cadascun dels receptors que hem
enumerat. Sospitavem que 1'analisi qualita-
tiva dels intermediaris del cicle dels fosfo-
inositids podria correlacionar-se amb el
mecanisme d'activacié de la PLC, ja que si
alguns receptors estimulaven la PLC mit-
jangant un influx de Ca* previ, aquest hi
podria quedar reflectit per haver afectat en-
zims del metabolisme del DAG i/o de
1'Ins1,4,5P, sensibles al Ca?" o podria haver
estimulat PLC no localitzades a la membra-
na plasmatica i per tant capaces d'hidrolit-
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zar fosfoinositids de compartiments meta-
bolics diferents i potser sotmesos a un reci-
clatge posterior dels seus productes també
diferent. Per a diferents concentracions de
cadascun dels sis agonistes, ala figura9 hem
representat 'acumulaci6 de ["H]CDP-DAG
(amb el teixit premarcat amb [*H]citidina)
a l'eix d'ordenades, i la de [PH]InsPs to-
tals (després de premarcar el teixit amb
[*H]inositol) a l'eix d'abscisses. Ambdds pa-
rametres s'incrementen com a conseqtiencia
del'activacié dela PLCivanser mesuratsen
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Figura 9. Index d'eficacies en I'acumulacié de [PHJCDP-DAG i de [*H]InsPs per agonistes de receptors de neurotransmissors.
Miniprismes d'escorga cerebral de rata foren premarcats amb [*H]citidina o [*H]inositol i estimulats amb concentracions
creixents de carbacol (Cch), serotonina (5-HT), noradrenalina (NA), histamina (HA), endotelina-1 (ET-1) o acid trans-
(18,3R)-aminociclopentil-1,3-dicarboxilic (t-ACPD). Els punts de cada recta representen les acumulacions de [*H]CDP-
DAG (ordenades) i de [*H]InsPs (abscisses) produides per les diferents concentracions de l'agonista corresponent. Totes les
respostes han estat normalitzades amb referéncia a l'efecte maxim del Cch (ImM) considerat 1.
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un rang de concentracions que va des de la
que provoca un efecte basal fins a la que
correspon a l'efecte maxim per a cada ago-
nista i en presencia de Li*, que d'una banda
impedeix el reciclatge dels InsPs a inositol, i
del'altra provoca un bloqueig en el pas de
CDP-DAG a PtdlIns per la reducci6 d'inosi-
tol lliure intracel-lular (Figura 3). Totes les
respostes van ser normalitzades amb refe-
rencia a l'efecte maxim del Cch (1 mM), que
vam considerar arbitrariament 1. Es impor-
tant observar que el pendent de cada recta,
determinat mitjangant regressi6 lineal i ex-
pressat a la dreta de la grafica (Figura 9) ens
permet valorar l'eficacia de cada agonista
per estimular l'acumulacié de [PH]CDP-
DAG, és a dir, reciclar el DAG per aquesta
via cap a PtdIns, en relaci6 amb 'acumula-
ci6 de [*H]InsPs, independentment de la
magnitud global de la resposta. Aleshores,
recordant que el pendent pel Cch és arbitra-
riament 1, sembla clar que si bé el pendent
per la 5-HT és forga similar al del Cch, els
pendents per la NA, la HA, I'ET-1 i el t-
ACPD ensindiquen que, en comparacié amb
els dos agonistes anteriors (Cch i 5-HT),
presenten un reciclatge del DAG a CDP-
DAG més ineficag.

Una altra de les mesures que vam efec-
tuar va ser el perfil de [*H]InsPs indivi-
duals, separant-los amb HPLC, després
d'estimular-los amb la concentraci6 efecti-
va maxima de cada agonista durant 30 mi-
nuts i en presencia de Li*. Els perfils obtin-
guts els hem representat a la figura 10.
Només hi ha exposats els pics que corres-
ponen a I'Ins1P (mescla dels enantibmers
Ins1P i Ins3P), a I'Ins4P i a I'Ins1,4P,, perd
de fet els altres eren negligibles. Del meta-
bolisme dels InsPs (Figura 3) es despren
que tant I'Ins1P com I'Ins3P so6n productes
finals, en presencia de Li*, de la ruta inicia-
da per la fosforilaci6 de I'Ins1,4,5P, mentre
que I'Ins4P i1'Ins1,4P, s6n intermediaris de
la ruta de desfos-forilacié de I'Ins1,4,5P, o

bé productes de la hidrolisi del PtdIns4P
(Figura 5). A primer cop d'ull es pot obser-
var que els perfils son diferents segons el
receptor que s'estimuli, sense que sigui una
qiiesti6 de magnitud, i per valorar aquesta
diferencia hem calculat els indexs corres-
ponents a cada perfil indicats a la part supe-
rior. Recordant I'origen metabolic dels dife-
rents InsPs podem entendre que la relacio
(Ins4P+Ins1,4P2)/Ins1P ens pot informar o
bé sobre el desti metabdlic de I'Ins1,4,5P,,
obésobrelasobreproducci6 dels intermedi-
aris de cada ruta com a conseqtiencia de la
hidrolisi d'altres fosfoinositids, i el PtsIns4P
seria el principal candidat, tal com hem vist
anteriorment. Ellogaritme d'aquesta relacié
simplement ens converteix una relaci6 més
petita 0o més gran que 1 en un valor negatiu
0 positiu, respectivament. Com s'indica a la
figura 10, per al Cch ila 5-HT I'index és po-
sitiu, mentre que per als altres quatre ago-
nistes és negatiu.

Lagraficadelafigura 1l ens resumeixels
resultats que fins ara hem exposat perque,
per a cadascun dels agonistes, en ordenades
hem representat l'index del perfil de
[*H]InsPs individuals i en abscisses la rela-
ci6 d'eficacies en I'acumulaci6 de [PH]CDP-
DAG i [*H]InsPs totals. A més de ser un
resum, aquesta grafica ens aproxima a una
nova dada: les dues caracteristiques analit-
zades per a cada agonista no sembla que
siguin independents ja que es defineixen
dos grups de receptors amb respostes de
caracteristiques diferents. Quan estimulem
la PLC amb Cch o 5-HT, I'acumulaci6 de
[FH]CDP-DAG i [*H]InsPs és equilibrada,
almenys arbitrariament, i 1'Insl,4,5P3 prenla
ruta comengada per la 3-cinasa, mentre que
quan els agonistes son la NA, la HA, 'ET-1
oel --ACPD l'acumulacié de *H]CDP-DAG
és defectiva en relacié amb I'acumulaci6 de
[*H]InsPs, i predominen els intermediaris
de la via de desfosforilaci6 de 1'Ins1,4,5P..

Tots aquests resultats poden semblar



abstractes, o si més no especulatius, pero
prenen relleu i significat mecanistic quan
s'analitza 1'estimulacié de la PLC amb els
mateixos agonistes perd en una preparacio
de membranes, també d'escorca cerebral de
rata. La grafica de la figura 12 ens mostra
clarament que en aquest sistema, dels sis
agonistes utilitzats, només amb el Cchila 5-
HT és possible estimular la PLC per sobre
del valor que s'aconsegueix amb el GTPYS
sol. Cal considerar el fet que la capacitat
d'un agonista per estimular la PLC en una
preparacié de membranes implica que els
components transductors necessaris estan
en el sistema, mentre que la incapacitat sig-
nifica que n'hi manca algun, i pot tractar-se
tantd'un component citoplasmaticcomd'un
gradient ionic que existia en la cel-lula sen-
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cera perd que s'ha destruit en fer la prepara-
ci6 de membranes. Aleshores, el que d'en-
trada sembla clar és que els dos grups de
receptors definits previament basant-nos en
les caracteristiques de la seva resposta, acti-
venla PLC mitjangant mecanismes diferents.
Si la diferencia entre els dos mecanismes és
un influx de Ca?* 0 no, no és una conclusio
clara d'aquest treball, i per aportar informa-
ci6 en aquest sentit calia comprovar que les
caracteristiques de la resposta que haviem
analitzat, almenys per als receptors o -adre-
nergics, com a representants del grup amb
caracteristiques de resposta similars en tei-
xit intacte de l'escorga cerebral de rata i
incapagos d'estimular la PLC en membranes
del mateix teixit, eren sensibles a la concen-
tracié de Ca* extracel-lular.

log ((INs4P +Ins1,4P,)/Ins1P

-0,21+0,03  0,35%0,02  0,20:0,03  0,28+0,01 -0,13+0,06  0,36%0,01
8 CCh NA ET-1 HA SHT t+-ACPD
Q
y—
172) Ins1P
c 8 / 10 1T 1T 17T 17T I
]
al
o«
0]
T a4l | msap || I Ik |t 1L ]
52 pd
N~ Ins1.,4P,
Q il
o ok . . , . .
35 45 67 35 45 67 35 45 67 35 45 67 35 45 67 35 45 67

temps d’elucié (min)

FiGura 10. Perfils dels [*H]InsPs acumulats en I'estimulaci6 de la PLC per agonistes de receptors de neurotransmissors.
Miniprismes d'escorga cerebral de rata premarcats amb [*H]inositol van ser incubats amb Cch (ImM), 5-HT (0,1mM), NA
(3uM), HA (ImM), ET-1 (1(M) o +-ACPD (1mM), i els diferents [*H]InsPs formats foren separats per HPLC. A la part
superior es representa, de forma logaritmica, larelacio entre I'acumulacié d'Ins1,4P, + Ins4P i la d'Ins 1P per a cada agonista.
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Figura 11. Correlacié entre els perfils de formaci6 dels diferents InsPs i I'index CDP-DAG/InsPs per a agonistes de receptors
de neurotransmissors. Per a cada agonista es representen els pendents que correlacionen la formaci6 de [*'H]CDP-DAG i de
[*H]InsPs (Figura 9) i el logaritme de la relacié entre I'acumulacié d'Ins1,4P, + Ins4P i la d'Ins1P (Figura 10).

De fet la relaci6 d'eficacies en 1'acumula-
ci6 de [PH]CDP-DAG i [*H]InsPs per als
receptors o -adrenergics, en contraposicio
als colinergics muscarinics, té un valor molt
dependent del Ca** extracel-lular (Claro et
al., 1993a). Com més augmenta el Ca®* a fora
de la cel-lula, més inefectiu és el reciclatge
del DAG a CDP-DAG. El perfil de [*H]InsPs
també varia en funci6 del Ca** extracel-lular
en el cas dels receptors o, -adrenergics, pero
no en el dels muscarinics, i incrementa clara-
ment el valor positiu de I'index que el repre-
senta a mesura que augmenta el Ca®* en les
condicions d'assaig (Sarri et al., 1995).

Amb l'estudi que acabem de presentar
sobre el mecanisme d'activaci6 de la PLC
teniem tres objectius: afegir informaci6 a
favor de les hipotesis que assenyalen la va-
riabilitat i diversificaci6 de sistemes trans-
ductors establerts, intentar correlacionar
caracteristiques qualitatives de la resposta i
mecanismes d'activacio, i refermar la hipo-
tesi que descriu l'activaci6 de la PLC per
part dels receptors o -adrenergics, junta-
ment amb altres receptors de neurotrans-
missors amb caracteristiques de resposta
similars, mitjancant uninflux de Ca’* enl'es-
corca cerebral de rata.
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Figura 12. Estimulacié de la PLC per agonistes en membranes d'escorca cerebral de rata. Membranes premarcades amb
[*H]inositol van ser incubades amb GTPYS sol o en presencia dels agonistes indicats a les concentracions descrites al peu de
la figura 10. Els efectes del Cch, 5-HT, NA i HA van ser determinats també en preséncia dels antagonistes atropina,

ketanserina, prazosina i mepiramina, respectivament.

El primer dels objectius que hem men-
cionat és el que hem aconseguit demostrar
més facilment, ja que hem vist com no tots
els receptors de neurotransmissors amb set
dominis transmembrana a la seva estructu-
raique activen la PLC ho fan amb les matei-
xes caracteristiques, ja sigui en cel-lules sen-
ceres o en preparacions de membrana.

Hem assenyalat que sembla que hi ha
correlaci6 entre les caracteristiques qualitati-
ves de la resposta i el mecanisme d'activacio,
hem apuntat que sembla existir, pero pertany
a un terreny més especulatiu l'explicaci6 de
per que aquells receptors de neurotransmis-

sors que podrien activar la PLC indirecta-
ment mitjangant un influx de Ca*" reciclen el
DAG a CDP-DAG ineficagment, o generen
una proporcié més elevada dels intermedia-
risdelarutade desfos-forilacio de 1'Insl,4,5P},
sempre en comparacié amb aquells que acti-
ven la PLC directament a través d'una prote-
ina G. Nosaltres proposem que una entrada
de Ca? podria activar no tan sols la PLC
associada a la membrana plasmatica sind
també a la citosolica 0 de membranes d'orga-
nuls sub-cel-lulars, i aixo podria implicar que
el compartiment metabolic de fosfoinositids
hidrolitzat fos diferent i estigués sotmes a un
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reciclatge dels productes també diferent. Al
mateix temps, podria hidrolitzar-se en una
proporcié6 més gran el PtdIns4P, afegint
Ins1,4P, i Ins4P pertanyents a la ruta de
desfosforilaci6 en el conjunt d'intermediaris
del metabolisme de 1'Ins1,4,5P..

Finalment, pel que fa a I'activacio de la
PLC mitjangant un influx de Ca** per part
dels receptors o -adrenergics i dels que es
comporten de forma similar, el cert és que
totes les dades obtingudes reforcen la hipo-
tesi, pero se'ns fa dificil d'afirmar-la amb
més rotunditat ja que tot el que tenia d'atra-
ient el sistema utilitzat, perque s'aproxima-
vaalasituaciéin vivo, ensimpedeix mesures
més directes com la del propi Ca?* intracel-
lular i les seves possibles variacions.

Activacio de la fosfolipasa D per receptors
de neurotransmissors

Per diverses raons ens interessava inves-
tigar l'activacié de la PLD pels receptors de
neurotransmissors amb els quals haviem
realitzat el treball sobre el mecanisme
d'activacio de la PLC i, en el mateix teixit,
miniprismes d'escorca cerebral de rata. En
primer lloc suposava ampliar la informacio
sobre els diferents sistemes transductors
associats al'activacio d'aquests receptors. Ja
se sabia que els receptors o -adrenergicsiels
glutamatergics metabotropics mGluR
perd no els colinergics muscarinics M, ,,
estimulen la PLD en teixit cerebral intacte
(Llahi iFain, 1992; Holler et al., 1994), pero la
informaci6 en relaci6 amb els receptors
serotoninergics 5-HT,, histaminergics H, i
de l'endotelina ETA/B, era o inexistent o no-
més descrita, cas dels ET, , en linies tumo-
rals de neurones. En segon lloc voliem apro-
fundir sobre el que ja s’havia proposat amb
referencia a l'activaci6 de la PLD com a
conseqtiencia de 'activaci¢ de la PLC, amb
la participacié de la PKC activada, 'aug-
ment de Ca** intracel-lular, o la combinaci6

1/

d'ambdos fenomens. Finalment, en tercer
lloc, tenint en compte sobretot la sensibilitat
de la PLD pel Ca*', vam pensar que l'activa-
ci6 de la PLD podria ser diferent segons els
receptors que activen a la PLC ho facin di-
rectament o indirectament mitjangant un
influx de Ca*', d'alguna manera reflectint el
mecanisme d'activaci6 de la PLC.

Primer de tot, doncs, vam estimular els sis
receptors amb els mateixos agonistes que
haviem utilitzaten estudiarla PLC per mesu-
rar I'activaci6 de la PLD en miniprismes d'es-
corga cerebral i d'hipocamp de rata. La meto-
dologia més emprada en aquest assaig, apro-
fita la capacitat de la PLD per catalitzar una
reaccio de transfosfatidilacié que dona lloc a
la formaci6 d'un fosfatidilalcohol si I'assaig
s'ha realitzat en presencia d'un alcohol pri-
mari de cadena curta que actua de nucleofil
en el lloc de I'aigua durantla reaccio. Concre-
tament vam premarcar el teixit amb [**P]Pi i
vam utilitzar I'etanol com a acceptor. El pro-
ducte que s'obté en aquestes condicions, el
[*?P]fosfatidiletanol ([*?P]PtdEtOH), no és un
fosfolipid natural i, per tant, després de sepa-
rar-lo de la resta de *H-fosfolipids mitjangant
cromatografia de capa fina en plaques de gel
de silice i comptar-ne la radioactivitat, resul-
ta una mesura inequivoca de l'activitat PLD
(Exton, 1990). A la figura 13 hi ha, en forma
d'histogrames, els resultats obtinguts en
aquest primer assaig. Es veu clarament com
només aquells agonistes que estimulen la
PLC mitjangant un mecanisme sensible al
Ca?* (NA, HA, ET-1i t-ACPD) estimulen la
PLD en el mateix teixit, i, per tant, d'entrada
no sembla ser sempre cert que I'activacio de
la PLD sigui una conseqtiencia de I'activacio
de la PLC. Podriem argumentar que en els
tipus cel-lulars on s'expressen els receptors
colinergics muscarinics M, , o els 5-HT,, els
nivells de PLD son negligibles o que els fac-
tors proteics necessaris per a l'acoblament
entre el receptor i la PLD no hi son presents.
Certament no hem comprovat rigorosament



cap d'aquestes possibilitats, perd veient en
un assaig posterior que l'activacié de la PLD
és estrictament dependent del Ca®* extracel-
lular, hi hem volgut donar una explicacio des
d'una altra perspectiva: potser els isoenzims
de la PKC que estimulen la PLD, si és aquest
el seu mecanisme d'activacid, requereixen no
tan sols el DAG generat per 'accié de la PLC
siné també, i simultaniament, 'augment de
Ca* que suposaria l'influx inicial d'aquest i6
activat pels receptors que estimulen la PLC
per un mecanisme sensible al Ca?. També hi
ha la possibilitat que I'increment de Ca?* per
ell mateix estimuli la PLD directament, pero
sobre aquesta afirmacio hi ha controversies
(Exton, 1994b). Si s6n 0 no aquestes les expli-
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cacions correctes en relacié amb el que hem
observat pot ser discutible, perdo voldriem
insistir en el fet que un altre cop les diferenci-
es observades respecte a I'acumulacié quali-
tativa dels intermediaris del cicle dels
fosfoinositids, en el grup dels sis receptors
estudiats i en l'escor¢a cerebral, es correla-
cionen amb mecanismes de transducci6 dife-
rents i aix0 ens permet proposar aquesta
aproximaci6 experimental com una alterna-
tiva, accessibleisimple, per analitzarla trans-
ducci6 de senyals en talls de teixit o cel-lules
senceres.

Enel contextd'aquest mateix treball (Sarri
et al., 1995b), vam descriure la caracteritza-
ci6 dels receptors H, de la histaminai ET, de
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FiGura 13. Estimulacié de la PLD per agonistes de receptors de neurotransmissors en miniprismes d'escorga cerebral i
hipocamp de rata. Miniprismes premarcats amb [*P]Pi van ser estimulats amb els agonistes indicats a les concentracions
descrites al peu de la figura 10 en presencia d'etanol. El [**P]fosfatidiletanol ([*’P]PtdEtOH) format per I'activitat PLD va

ser separat per HPTLC.
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I'endotelina com a responsables de I'activa-
ci6 de la PLD en miniprismes d'hipocamp
de rata per aquests agonistes.

Especificitat de substrat de la PLD

L'aparicié de dues bandes, visualitzades
per autoradiografia, a la zona del PtdEtOH
de la placa de cromatografia de capa fina, va
representar el punt de partida de I'altim tre-
ball (Sarri et al., 1996) que comentem. Aques-
taobservacid ens vaanimarainvestigar quins
fosfolipids naturals, després de ser metabo-
litzats per la PLD, donaven lloc a la formacio
de cadascun dels productes que obteniem.
Ens atreia la possibilitat que el PtdIns4P po-
gués ser substrat de la PLD i aixi trobar
alguna explicaci6 alternativa a la sobrepro-
ducci6 d'Ins4P per part dels agonistes que
estimulaven tantla PLD comla PLC de forma
dependent del Ca** extracel-lular, pero tam-
bé consideravem la possibilitat quelaPLD de
teixit nervios hidrolitzés la PtdEtn tal com
haviaestat descriten alguns teixits periferics.

Ja hem esmentat que mesurar la produc-
ci6 de [**P]PtdEtOH és molt atil i especific per
estudiar l'activacio de la PLD, perd com que
en aquest assaig el marcatge radioactiu es fa
ala fracci6 lipidica dels fosfolipids, es perd el
rastre del cap polar i, per tant, és més dificil
d'identificarel substrat quehatrencatla PLD.
No obstant aix0, la primera aproximacié ex-
perimental va consistir a premarcar el teixit
intacteamb [**P]Pii[*H]acid araquidonicobé
[*H]acid miristic, i analitzar la incorporacio
de cada marcador tant als dos productes,
[*H,*?P]PtdEtOH, obtinguts en condicions
basals o estimulats am noradrenalina o
l'ionofor del Ca** ionomicina, com a cadas-
cun dels °H,*P-fosfolipids naturals del teixit,
préeviament separats amb cromatografia de
capa fina bidimensional. Tenint en compte
que el contingut de *P és una mesura quan-
titativa, i, per contra, el de [’H]acid araquido-
nic o [*H]acid miristic és qualitativa, els pri-

mers resultats ens van indicar que dues
PtdChos, una rica en [*H]acid araquidonic i
l'altra rica en [*H]acid miristic, que es podien
separar per cromatografia de capa fina
bidimensional, podrien ser els substrats per
als dos PtdEtOHs que haviem observat, I'un
amb alt contingut de [*H]acid araquidonic i
l'altre, de [*H]acid miristic. La segona estrate-
gia experimental ens va ajudar a comprovar
que, de fet, els productes que generaven ca-
dascuna de les [*P]PtdChos, separades i ex-
tretes del gel de silice previament després de
ser exposades a una PLD de col en presencia
d'etanol, eren dos [*P]PtdEtOHs diferents
perd amb la mateixa mobilitat a la placa de
capa fina de cadascuna de les bandes que
haviem observat a l'inici del treball. Per tant,
tot i no poder descartar rotundament la hi-
drolisi dels altres fosfolipids, a partir dels
quals no es genera [“P]PtdEtOH si s'exposen
ala PLD de col, sembla clar que els substrats
principals de la PLD d'hipocamp de rata son
dues classes moleculars de PtdCho.

Finalment, i des d'un altre punt de vista,
aquest estudi posa un toc d'atenci6 sobre la
utilitzaci6, molt extesa a la bibliografia,
d'acids grassos radioactius en el premarcatge
dels fosfolipids quan es mesura l'activitat
PLD, ja que pot no reflectir la quantitat
global de producte format.
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