Onda de calcio intercelular en epitelio
pigmentario de la retina humano:
mediciones directas de calcio reticular

Gonzalez-Zamora |, Alvarez-Sanchez S, Rojo-Ruiz J, Alonso-
Alonso MT y Garcia-Sancho J.

Trabajo de Fin de Grado por:
Jorge Gonzalez Zamora

Tutorizado por:
Javier Garcia Sancho / M.* Teresa Alonso Alonso / Jonathan Rojo Ruiz



<\

BNEETAYE T I NeA

Onda de calcio intercelular en epitelio
pigmentario de la retina humano:
mediciones directas de calcio reticular

Gonzalez-Zamora |, Alvarez-Sanchez S, Rojo-Ruiz J, Alonso-
Alonso MT y Garcia-Sancho J.

Trabajo de Fin de Grado por:
Jorge Gonzalez Zamora

Tutorizado por:
Javier Garcia Sancho / M.* Teresa Alonso Alonso / Jonathan Rojo Ruiz



PREFACIO Y AGRADECIMIENTOS

Ser alumno de Medicina e interesado en la participacion activa en la investigacién es,
desgraciadamente, una situacién muy poco habitual; de los muchos compafieros que tengo,
en esta y otras Facultades de Medicina, un porcentaje extraordinariamente infimo tiene
inquietudes investigadoras. Algunos de nosotros empezamos la carrera con este interés,
especialmente en los primeros afios, pero poco a poco, segun progresa nuestra formacion,
ese interés se ve nublado por la ingente presencia de la actividad clinica. Yo tuve la suerte de
empezar a introducirme en los laboratorios, curioso, antes de que esto pasara, gracias al buen
acogimiento que el campo ofrece a la casi inexistente figura del Médico-Investigador. Desde
entonces, he puesto el mismo esfuerzo e ilusién en mi formacién como clinico que en mi
formaciéon como investigador.

Personalmente me gustaria destacar algunas personas que merecen mi agradecimiento. En
primer y destacado lugar, a la Dra. Ana Sanchez Garcia por ser la primera persona que me
impulsé a luchar por el perfil dual Médico-Investigador y cada verano me ha ayudado a ser
acogido en algunos de los mejores centros de investigacion, con fantasticos tutores, a muchos
de los cuales ahora considero amigos. Felicitar a Diego Sanchez Romero y Lola Ganfornina
Alvarez, con quienes realicé mi primera colaboracién empleando moscas Drosophila, por la
ilusién que transmiten y el buen recibimiento que dan a los alumnos con interés. Agradecer
también al Dr. Javier Garcia Sancho y a la Dra. M2 Teresa Alonso Alonso que a partir de mi
segundo curso del Grado en Medicina me recibieran en su laboratorio y pusieran en mi su
confianza, los conocimientos y lo medios para poder aprender a desenvolverme en un
laboratorio, a razonar cientificamente y poder encargarme de mis propios experimentos. Y sin
duda, mis agradecimientos al Dr. Jonathan Rojo Ruiz, quien ha sido la persona mas presente
en mi dia a dia de laboratorio, como tutor y mentor.

Gracias a esta formacion y mi creciente interés en la oftalmologia, finalmente me atrevi a dar
un paso mas y proponer el inicio y disefio de un nuevo proyecto que llevar a cabo en su
laboratorio, con la ayuda de mi compariera Sara Alvarez Sanchez, que a dia de hoy se ve
reflejado en este TFG y con suerte, en futuras publicaciones.

Finalmente destacar a las personas que han participado o colaborado en realizacién de este
trabajo:

e Difia. Sara Alvarez Sanchez: Compariera del G. en Medicina con quien he realizado
los experimentos en el laboratorio.

e Dr. Javier Garcia Sancho y Dra. M2 Teresa Alonso-Alonso: Tutores del TFG
supervisando todo el trabajo.

e Dr. Jonathan Rojo Ruiz: Co-tutor, supervisor de los experimentos y su analisis, asi
como corrector en la realizacion de esta memoria.

¢ Dia. Miriam Daniela Garcia Cubillas: Técnico de Laboratorio ayudando a la obtencion
del clon estable ARPE-19/erGAP3 y al cuidado de los cultivos celulares.

e Dr. Girish Kumar Srivastava y Dr. lvan Fernandez Bueno: Por la cesion de la linea
celular ARPE-19 desde el Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada (IBGM).



RESUMEN

Hasta el mas simple 6rgano de la vision se compone de al menos dos tipos celulares:
los fotoreceptores y las células pigmentadas, demostrando la vital importancia de su
interaccion. En vertebrados, el epitelio pigmentario de la retina (EPR) se localiza entre
los segmentos externos de los fotoreceptores y los capilares de la coroides y desde
esta posicion estratégica realiza una gran variedad de funciones: absorbe luz, actia
de barrera hemato-retiniana, secreta numerosos factores, recicla el foto- pigmento de
los fotoreceptores y fagocita sus segmentos externos entre otras muchas funciones.
El Ca?* es un sefializador intracelular ubicuo responsable del control de un
extraordinario niumero de procesos celulares y el EPR no es una excepcion, en él se
han descrito multitud de procesos en los que esta implicado una sefal de calcio,
incluyendo ondas de Ca?* intercelulares (OCI) que se extienden radialmente desde el
foco en que se originan. En EPR y otros tipos celulares que presentan OCI se hace
referencia al incremento de la concentracion de Ca?* citoplasmatico [Ca?*]cit desde los
depadsitos intracelulares, cuyo principal exponente es el reticulo endoplasmatico (RE),
sin embargo mediciones directas de la concentraciéon de Ca?* reticular [Ca*]re no
habian sido realizadas debido a la dificultad para medir precisamente la [Ca?*]re . En
el presente trabajo usamos el nuevo sensor de calcio recientemente descrito por
nuestro grupo, GAP3, en la linea celular de EPR humano ARPE-19 para profundizar
en los mecanismos y realizar las primeras mediciones de la [Ca?*]re durante la OCI.
De los resultados se confirma la existencia de una OCI desencadenada por estimulo
mecanico en la linea ARPE-19, de extension limitada a unas 7 capas celulares. El
ATP difunde extracelularmente, a partir de la célula estimulada, y es la principal
molécula implicada en la propagacion de la OCI descartandose una contribucion
significativa de las gap junctions en el origen y/o extension de la OCI. Por otro lado,
se demuestra que la OCI es independiente del [Ca?*] extracelular, siendo originada
por liberacion de calcio desde el RE. Realizamos las primeras medidas directas de la
[Ca?*]re durante la OCI. Destaca un vaciamiento del RE mas dilatado en el tiempo que
el pico citosolico abriendo la posibilidad a nuevos efectos de la OCI en la fisiologia
celular y la fisiopatologia oftalmoldgica.
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INTRODUCCION

La capacidad para percibir luz es una las adaptaciones mas frecuentes entre los seres
vivos. Su desarrollo a lo largo de la evolucion ha dado lugar a una enorme variedad
de oOrganos destinados a la vision, pero sin embargo en todos ellos existe una
constante; hasta el mas simple se compone al menos de dos tipos celulares: los
fotoreceptores y las células pigmentadas. Ambos tipos celulares aparecen en cada 0jo
del reino animal, desde insectos y moluscos hasta los vertebrados superiores (1). Este
hecho demuestra la vital importancia de la interaccién entre el epitelio pigmentado y
los fotoreceptores sin la cual no puede desarrollarse la funcion visual (2-5).

En el ojo de los vertebrados, el epitelio pigmentario de la retina (EPR) se localiza entre
los segmentos externos de los fotoreceptores y los capilares de la coroides (Fig.1) y
desde esta posicion estratégica realiza una gran variedad de funciones. Absorbe la
luz y evita que se refleje gracias a los granulos de melanina que dan nombre a este
epitelio (6). Actua de barrera hemato-retiniana al formar un epitelio con uniones
estrechas que regula el transporte activo y pasivo de agua, iones y productos
metabdlicos entre el torrente sistémico, la coroides, y la retina (2,6,7). Durante el ciclo
visual los fotorreceptores generan cambios muy drasticos en la concentracion de iones
del espacio subretiniano, principalmente de potasio, y el EPR se encarga de
amortiguar estas variaciones (8). La visibn comienza con la absorcién de un foton en
los fotoreceptores por el 11-cis-retinal (9), como resultado se produce un cambio
conformacional a todo-trans-retinal y para que un nuevo foton pueda ser detectado se
requiere la reisomerizacion a 11-cis-retinal, proceso que tiene lugar en el EPR (10) .
Los segmentos externos de los fotoreceptores estan sometidos durante la visién a un
constante e intenso dafio foto-oxidativo que los dafia y para mantener la vision el EPR,
durante las primeras horas diurnas, fagocita los extremos de los segmentos externos
permitiendo que se renueven (12-15). ElI EPR tiene un papel central en mantener la
homeostasis de la retina y para ello interacciona liberando una gran variedad de
factores y moléculas de sefalizacion: ATP, fas-L, FGF, TGF-B, IGF-1, PDGF, VEGF
y PEDF entre otros muchos (5). La funcion de barrera del EPR confiere al ojo el ser
un organo inmuno privilegiado, lo que se ve reforzado por el silenciamiento de la
respuesta inmune conseguido mediante la secrecion de factores inmuno
moduladores(16-18).



- Y y = —
it SISy

FIGURA 1. La primera imagen muestra un corte sagital medio del ojo humano donde
se pueden apreciar las principales capas del polo posterior del ojo: retina (amarillo),
coroides (rojo) y esclera (azul). La segunda imagen magnifica la arquitectura de la
retina. Se aprecia como el EPR (amarillo) interacciona superiormente con los
segmentos externos de los fotoreceptores conos (rojo) y bastones (verde), y los separa
de la capa vascular, la coroides. La tercera imagen, en su primera mitad, amplia a mayor
aumento la relacion fisiolégica anteriormente descrita y la compara en su segunda mitad
con las condiciones experimentales empleadas: la linea celular ARPE-19, cultivada
sobre cubreobjetos de cristal, es transfectada y expresa el sensor GAP3 en su RE
emitiendo fluorescencia en el espectro verde-azul. La teoria propuesta para explicar la
génesis de ondas de calcio intercelulares tras estimulacion mecénica se representa
esquematicamente.

El ion calcio (Ca?*) es un sefializador intracelular ubicuo responsable del control de un
extraordinario niumero de procesos celulares (19,20) y el EPR no es una excepcion,
en €l multitud de los procesos descritos se han relacionado con una sefial de calcio:
regulacion hidrica del transporte transmembrana y la composicion quimica del espacio
subretiniano (21-29), neovascularizacion e inflamacién (26,30-32), fagocitosis de los
segmentos externos de fotoreceptores (33), organogénesis de la retina (34),
pigmentacién y migraciéon de los granulos de pigmento (35-37), proliferacion (36) y
degeneracion (38—40) entre otros. Al formar parte de un 6rgano el EPR debe regular
su funcionamiento como tejido de forma coordinada con su entorno, siendo
imprescindible la comunicacion intercelular. En 1990 se comenzaron a describir ondas
de Ca?* que se comunicaban célula a célula y se extendian radialmente desde el foco
en que se habian desencadenado (41,42). Desde ese momento se ha descrito la
existencia de ondas de Ca?* intercelulares (OCI) en un gran nimero de tejidos: células

gliales (43,44), neuronas (45), células endoteliales (46—48), musculo liso (49,50),



cardiomiocitos (51), hepatocitos (52), osteocitos (53), condrocitos (54), células renales
(55,56), células glandulares (57,58), células pancreaticas (59), queratinocitos (60), asi
como en la retina (61) y el EPR (62—64).

La linea celular humana de epitelio pigmentario de la retina ARPE-19 (65) es
actualmente el modelo celular de EPR mas usado por su semejanzas con el EPR
fisiolégico y su facilidad de cultivo. En el 2013 se describié la propagacién de OCI
inducida por estimulo mecanico en esta linea (64). En dicho articulo describen una
doble via de propagacion de la OCI: intracelularmente por contacto célula a célula y
extracelularmente por via paracrina. La via intracelular se propagaria a través de gap
junctions, complejos de seis conexinas que crean un poro entre dos células vecinas
por el que pueden difundir pequefios metabolitos, siendo el Ca?* y el inositol 1,4,5-
trisfosfato (IP3) los principales candidatos que se han descrito (fig.1). La via paracrina
no requiere contacto célula a célula y se sustenta en la liberacion de moléculas
sefalizadoras al medio extracelular y su difusion a células vecinas. En ARPE-19 y en
otros EPR se ha demostrado la existencia del receptor purinérgico P2Y2 (23) y ha sido
descrito como principal responsable de la extension de la OCI por via paracrina (64).

La union de ATP extracelular a dicho receptor desencadenaria la generacion de IP3
(figl).

En ARPE-19 y el resto de tipos celulares mencionados se hace referencia al
incremento de la concentracion de Ca?* citoplasmatico [Ca?*].it de forma parcial o total
desde los depdsitos intracelulares, cuyo principal exponente es el reticulo
endoplasmatico (RE), como resultado final de ambas vias de propagacion. La
movilizacion de calcio desde el RE es un mecanismo fundamental por el que muchos
procesos estan mediados, siendo el receptor de IP3 (IP3R) y el receptor de rianodina
(RyR) los dos principales canales permeables a Ca?* presentes en la membrana del
RE. Pero la relacién entre el contenido de Ca?* del RE [Ca?*]re y la [Ca?*]cit durante la
sefalizacion aun no estan aclarados, en parte debido a la dificultad de medir

precisamente la [Ca?*]re.

En el presente trabajo usamos el nuevo sensor de calcio recientemente descrito por
nuestro grupo, GAP3 (GFP-Aequorin Protein) (66,67), para monitorizar la [Ca®*]re
junto con un registro simultdneo de la [Ca?'].t en respuesta a ATP en células

individuales y en un contexto multicelular durante la OCI resultante de estimulacion



mecanica. Con este fin se generd un clon estable de la linea celular humana de epitelio
pigmentario de la retina ARPE-19 transfectada con el sensor GAP3, obteniendo las

primeras mediciones directas del calcio reticular durante una OCl y en EPR.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Los experimentos se llevaron a cabo en una linea celular humana comercializada de
EPR (ARPE-19. Donada por el IOBA). Se cultivaron en un Medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM/F12 cat n® 21331020; Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
suplementado con 10% (vol/vol) de suero fetal bobino, 2 mM L-glutamina, 100 ug/mL
estreptomicina, 100 U/mL penicilina, y 5 pg/ml PlasmocinTM (InvivoGen). Las células

se cultivaron a 37°C en una atmosfera con 5% de CO:a.

Para los experimentos, se sembraron las células en cubreobjetos de 18 mm de
didmetro revestidos de poli-L-lisina, a una densidad de 300 células/mm? en gota. Las
células sembradas se usaron de 2-4 dias in vitro (DIV), tras haber alcanzado el cultivo
la confluencia. Para los experimentos se emplearon células del pase 13 al 23.

Creacion del clon estable

La obtencion de un clon celular estable con expresion de la proteina GAP3.7 como
sensor de calcio reticular, se realizé de la siguiente manera: se sembraron células de
la linea celular ARPE-19 (pase 9) en una placa de Petri p100, cuando el cultivo alcanzé
el 80% de confluencia dichas células se transfectaron con 3 pg de crDNA3
GAP3.7kdel usando lipofectamina 2000 (Invitrogen), en proporcién 1:3 en un medio
DMEM + 10% FBS. Después de 24 horas se cambi6 el medio a un medio de cultivo
(DMEM + 10% FBS) suplementado con el antibiotico G-418 (geneticina, [800 ug/mil]),
seleccionando de esta manera aquellas células que al transfectarse con el gen de
interés se han dotado de resistencia al antibiético. Después de 2-3 dias la poblacion
de células GFP positivas fue a su vez purificada mediante citometria de flujo (BD
FACSariaTM) con la funcidon de separacion celular o sorter, ajustando los parametros
de seleccién a la poblacion celular con mayor fluorescencia de GFP. Las células

seleccionadas se reseleccionaron con el G-418 presente en el medio.



A partir de las colonias que presentaban una mayor expresion de GAP3.7 determinado
por su intensidad de fluorescencia, se aislaron células (mediante digestion de la
colonia con tripsina) con las que se generaron diferentes clones estables,
obteniéndose de esta manera tres clones estables con una buena expresion de
GAP3.7. Finalmente, comparando el nivel de expresion y el porcentaje de células

expresando GAP3.7, se decidié hacer el estudio con el clon n° 2.

Mediciones de calcio

Células ARPE-19 sembradas sobre cubreojetos de 18 mm de didmetro se situaron
sobre el estativo de un microscopio invertido Nikon Diaphot equipado con un objetivo
de 20x PlanApoUV (NA 0,7; Olympus). Las células fueron perfundidas con un medio
extracelular estandar con la siguiente composicién (en mM): NaCl 145, KCI 5, 1 CaClz,
1 MgClz, glucosa 10, y 10 HEPES-Na (pH 7,4); a 22-25°C y con un velocidad de flujo

de 5-6 ml/min.

Para registrar la [Ca?*]re mediante el sensor ratiométrico GAP (Fig.2), las células se
epi-iluminaron alternativamente a 403 y 470 nm (por medio de los filtros 403/12 DF y
470/25 DF y de un espejo dicroico DM500) excitandose la GAP a ambas longitudes
de onda, y recogiéndose la luz emitida por encima de 520 nm (LP520) por medio de
una camara Hamamatsu C4742-98, y todo ello controlado mediante el software PCI

6.6 Simple Hamamatsu.

Para el registro simultdneo de [Ca?*]re y [Ca?*]cit, se incubaron las células ARPE-
19/erGAP3.7 durante 45 min con Fura-2 AM (4-8 uM, Molecular Probes) en 200 nul de
solucion extracelular. Tras el tiempo de carga, las células se lavaron abundantemente
en solucién extracelular. El registro simultaneo se hizo excitando las células a 380 y
470 nm por medio de los filtros 380/10 y 470/25 DF vy el espejo dicroico DM500,

recogiéndose la luz emitida por encima de 510 nm (LP520).

También se realizaron mediciones de la [Ca?'] en las células ARPE-19 en un
microscopio directo Zeiss Axioplan equipado con un objetivo 20x (W-Achroplan, Zeiss;
NA 0,5), y en el que las células se excitaron secuencialmente a 405y 470 nm, y cuya
fluorescencia emitida se ley6 a > 590 nm (LP590).



Estimulacion mecanica

La estimulacion mecénica se llevdo a cabo al tocar y presionar fisicamente la
membrana celular de la célula diana, con pipetas de patch-clamp en cuya punta se
situd un hilo de tungsteno (0.075 mm @) afilado mediante electrolisis. Con objeto de
asegurar una estimulacion reproducible en todos los experimentos, el estimulo

mecanico fue de tal magnitud que originaba la rotura de la célula diana (fig. 3).

Analisis de los datos

Las imagenes obtenidas se analizaron digitalmente mediante el software libre ImageJ.

Se cuantifico el valor de intensidad de fluorescencia media en cada fotograma del

FIGURA 2. El sensor GAP3 es el resultado de la combinacion de la proteina GFP (barril-
B en verde) y la proteina unidora de calcio aequorina (conjunto de hélices- a en azul)
por una secuencia linker (cadena en gris). GAP3 presenta dos picos de fluorescencia,
al ser iluminada a 403 nm y a 470 nm. La fluorescencia emitida con la iluminacion de
470 nm incrementa paralelamente al incremento en la concentracion de calcio (flecha
verde). Inversamente, la fluorescencia emitida con iluminacion a 403 nm decrece con
el incremento de la concentracion de calcio (flecha azul). La conformacion proteica
mostrada es hipotética.

registro en 7 capas concéntricas a la célula estimulada mecanicamente [(NB1-BN7)
determinadas por regiones de interés (ROI)], siendo la anchura radial de cada nivel
de 25um (fig.3). La razén AF470/AF403 se utilizd como un indice de la [Ca?']re,
expresado generalmente como R/R0O. Cuando no fue posible medir el ratio, los

resultados se expresaron como AF/FO en las mediciones a 470 nm. Para las



mediciones citosélicas, a 380 nm, se empleé FO/AF. Tanto FO como RO fueron el
promedio de los valores de fluorescencia obtenidos durante los primeros 5-10
fotogramas previos al estimulo. Para determinar la intensidad de fluorescencia emitida
por el sensor GAP3 en condiciones de maximo vaciamiento del calcio reticular, al final
del registro se perfundié con una solucién conteniendo (0 Ca?*+ 0.1 mM EGTA + 100
MM ATP + 10uM TBHQ); esta combinacion permite desencadenar el vaciamiento del
reticulo (ATP) y evitar que se vuelva a almacenar (0 Ca?* + EGTA + TBHQ). En
aguellos experimentos en los que se empled esta solucion extracelular se determind
esa intensidad de fluorescencia minima como Fmin, dandole el valor 0 y la intensidad
basal, FO, el valor 1, y se expresaron los cambios provocados por los diferentes

mecanismos en relacién a esta transformacion, (AF-Fmin)/(FO-Fmin).

FIGURA 3. Representacion grafica del cultivo en monocapa de ARPE-19 durante la
estimulacién mecanica con microfilamento de la célula central e hipotética variacion en
la fluorescencia emitida por un sensor de calcio consecuencia de la OCI. A la derecha
se muestra la configuracion de las ROI empleadas en el analisis (NB1-NB7).

Inmunofluorescencia

Para corroborar la localizacion del sensor de calcio GAP3.7 en el RE, cultivos de
ARPE-19 se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 20 minutos, tras 3 lavados con
PBS, las células fueron permeabilizadas con Tx-100 al 0.5% y bloqueados los sitios
de unién inespecifica con suero de cabra al 10% durante 20 minutos. Posteriormente
las células fuero incubadas durante toda la noche (a 4°C) con el anticuerpo primario



anti-calreticulina (1:200; Ac policlonal de conejo frente a la calreticulina). Tras 3
lavados con PBS, las células fueron incubadas con el anticuerpo secundario de cabra
anti-conejo AF568, 1:500 1h. Después las células fueron lavadas con PBS 3 veces
durante 5 minutos y acto seguido montadas para su posterior visualizacion al

microscopio de epifluorescencia.

RESULTADOS

Clon estable de ARPE-19 expresando el sensor GAP3 en RE

Con el fin de poder realizar la primera monitorizacion directa de la dinamica del calcio
del reticulo endoplasmatico en el epitelio pigmentario de la retina, se empled el sensor
de calcio GAP3 (64,65) y se generd un clon estable de la linea celular humana de EPR
mas empleada actualmente, ARPE-19. Esta linea creada expresa GAP3 que es
acumulado y retenido por la célula en el interior del RE. Para confirmar la expresion
del sensor en el interior del RE se realiz6 una inmunofluorescencia con un anticuerpo
frente a calreticulina, una proteina chaperona del RE que ademas quela calcioy que
se localiza exclusivamente en el RE (68,69). Tal y como se observa en la figura 4, el
patrén de fluorescencia emitido por la GAP3 coincide con el obtenido con el anticuerpo
frente a la calreticulina, lo que nos indicaria una expresion selectiva de GAP3 en el
reticulo (erGAP3).

Anti-calreticulina Combinédé)

FIGURA 4. Inmunofluorescencia de células ARPE-19/erGAP3 tefiidas con anticuerpos
frente a calreticulina. De izquierda a derecha: sefial debida a anti-calreticulina (rojo),
GAP3 (verde) y superposicion de los anteriores; los nucleos estan tefiidos en azul. En
la imagen superpuesta la colocalizacion de la sefial de la calreticulina con la de la GAP
da lugar a una sefial amarilla. En la esquina superior-izquierda de cada imagen se
observa una region ampliada para mayor detalle. Barra de escala = 25 ym.



Efecto del ATP extracelular sobre el calcio citosdlico y reticular

Como se ha mencionado, se han descrito dos vias de propagacion de la OCI en
ARPE-19, siendo el ATP el principal candidato de la via paracrina. Para confirmar la
existencia de receptores purinérgicos funcionales en el clon ARPE-19/erGAP3 y
conocer la dosis-respuesta a dicho agonista purinérgico se caracterizd su efecto a

diferentes concentraciones de ATP.

La figura 5 muestra los registros simultaneos de las medidas de la [Ca?*]cit Y la [Ca?*]re
en cultivos de células ARPE-19/erGAP3 estimuladas con concentraciones crecientes
de ATP, desde 0.01 uM hasta 100 uM. Cada una de las concentraciones de agonista
se aplico durante 30s y al final de cada experimento se perfundié sobre las células
una solucion extracelular modificada con objeto de depletar completamente de calcio
el RE.
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FIGURA 5. Curva dosis-respuesta representativa obtenida en respuesta a breves
aplicaciones (30s) de diferentes concentraciones de ATP. Se registré simultdneamente
la [Ca?"] en citosol con FURA-2 (trazado superior) y en el reticulo mediante erGAP3
(trazado inferior). Ambos registros muestran una respuesta dosis dependiente inducida
por 0,01-100 uM ATP (barras superiores). El registro de FURA-2 a 380 nm se ha
invertido para facilitar la comprensién de la gréfica.

Como se aprecia en la gréfica dosis-efecto, la minima concentracion a la que se inicia
una pequefia respuesta de las células a ATP es 0,1 uM, alcanzandose el maximo de

la respuesta, tanto en citosol como en reticulo a 100 uM, aunque la respuesta



citosolica ya se satura en torno a 10 uM; encontrdndose la concentracion efectiva 50%
(EC50) en 0,85 +0,25 uM. A concentraciones de respuesta maxima en citosol (10uM)

el vaciamiento reticular es submaximo.

Como se puede observar en el panel superior de la figura 4, en respuesta a
concentraciones submaximas de ATP el incremento del calcio intracelular presenta
oscilaciones en la [Ca?*]citen continua presencia del agonista. Estas oscilaciones sélo
parecen apreciarse a nivel del RE a la concentracion mas baja del agonista con
respuesta (1 uM). Por otro lado, aunque temporalmente el inicio de la respuesta al
agonista es practicamente simultaneo para citosol y RE, el pico maximo de la

respuesta en el citosol se alcanza mucho més rapidamente que en el RE.

Onda de calcio intercelular por estimulo mecanico

En numerosos tipos celulares se ha descrito la existencia de ondas de calcio que se
transmiten célula a célula. Su mecanismo de produccion y transmisién presenta
variaciones de un tipo celular a otro, sin embargo, en todos ellos se habla de una
contribucion total o parcial del calcio proveniente del RE, pero siempre haciendo
extrapolaciones indirectas debido a la dificultad para medir directamente la [Ca?*]re.
Para evaluar la dindmica del calcio reticular en este contexto multicelular se realizé
estimulacibn mecéanica de una célula en un cultivo del clon ARPE-19/erGAP3 en
confluencia iniciando asi una onda de calcio intercelular radialmente a la célula
estimulada. Para registrar la expansion de la onda a cada capa de células vecinas
(NB; "neighboring”) se analizd la intensidad de sefial en 7 capas concéntricas de
células vecinas (NB1-NB7). La cinética de la concentracion de calcio, tanto

citoplasmatico como reticular, de las capas NB1-NB7 se muestra en la figura 6.

En el registro de la [Ca?*]ct con FURA-2 se puede observar un rapido incremento de
la [Ca?*]ct tras el estimulo mecéanico que se inicia en la capa NB1 y se extiende
posteriormente capa a capa, disminuyendo en velocidad e intensidad.
Simultaneamente registrada, la [Ca?*]re sigue una cinética muy diferente. El descenso
en la [Ca?]re se inicia con el estimulo mecénico y su intensidad disminuye
progresivamente en capas distantes a la célula estimulada, al igual que los datos

citosolicos. Sin embargo, su cinética esta mucho mas dilatada en el tiempo y aun
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cuando la [Ca?'].t ha comenzado a descender y se aproxima a la basal, la [Ca?*]re

continla descendiendo.

La intensidad media de los picos de la [Ca?*]cit y la [Ca?*]re en cada una de las capas
conceéntricas de células vecinas (NB1-NB7) se representa en la figura 7. Se puede
apreciar como la disminucion de la intensidad de la respuesta citosélica al estimulo
mecanico conforme nos alejamos del estimulo sigue una tendencia mas lineal que la
disminucién del vaciamiento del calcio reticular. En las primeras capas (NB1-NB2)
existe un vaciamiento sustancial del RE pero rapidamente decrece el vaciamiento en

capas mas distantes.

En la parte inferior de la figura 7 se puede apreciar, como ya se ha mencionado en
relacion a la figura 6, que el tiempo necesario para alcanzar el pico maximo de
variaciéon en la [Ca?'] citosélica tras el estimulo mecéanico es mucho menor que el
necesario para alcanzar el pico de maxima respuesta en el RE (citosol 10-30+5s y RE
107+30s). Manteniéndose aproximadamente constante este retraso entre ambos

picos en las diferentes capas.
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FIGURA 6. Propagacion de la OCI en las células ARPE-19/erGAP3 tras estimulo
mecanico en las capas NB1-NB7. La grafica superior muestra el curso temporal de la
variacion del calcio citosolico que ocurre tras el estimulo mecanico (barra discontinuada
vertical); en la inferior se muestra lo mismo para la [Ca?*]re. Al final del registro se inicia
perfusion con la solucién ya descrita para vaciar el reticulo (barra superior).
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FIGURA 7. Respuestas maximas generadas en citosol y RE tras la estimulacion
mecanica en funcidn de la distancia al estimulo. Las medidas se obtuvieron en las capas
NB1-NB7; los valores se normalizaron respecto a la Fmin. En el panel inferior se
muestra el tiempo que tarda en alcanzarse la respuesta maxima en citosol o RE, tras la
aplicacion del estimulo mecanico (EM), en funcion de la distancia al estimulo (medido
en las capas NB1-NB7).

Origen y efecto del Ca?* citoplasmatico en la OCI

El incremento en la [Ca?*].t desencadenado por el estimulo mecéanico, podria ser
debido a la entrada de Ca?* desde el medio extracelular o a la liberacién de Ca?* desde
los depositos intracelulares. Por ello para determinar el origen del aumento del calcio
citosolico durante la OCI, se emplearon varias condiciones diferentes para bloquear
selectivamente cada una de las posibles vias. La estimulacion mecénica en un medio
libre de Ca?* extracelular no alteré significativamente la intensidad de pico citosélico

ni la extension de la onda (fig. 8A). La tapsigargina, un inhibidor no competitivo de la
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FIGURA 8. Efectos de diferentes condiciones y farmacos en la elevacion del calcio
citosadlico tras la aplicacion del estimulo mecéanico. Los experimentos se han agrupado
en tres blogues. A. Las condiciones que modifican la concentracion de Ca?*. B. Aquellas
gue afectan a la comunicacion célula a célula. C. Las que influyen en el componente
paracrino. “CS”: Condiciones estandar.

Ca?*ATPasa del reticulo endoplasmico, permite depletar el RE de Ca?'. Tras 10
minutos de preincubacion con 1uM de tapsigargina el estimulo mecénico no producia
ningan incremento de la [Ca?]it medible o este se encontraba severamente
disminuido (fig. 8A), anulandose completamente la onda de calcio, tanto a nivel
citosoélico como reticular. Para determinar el efecto de la quelacion del Ca?* intracelular
se us6 BAPTA-AM. Como puede observarse en las figuras 8A y 9, la incubacién con
BAPTA-AM anul6 la aparicion de la onda de calcio citosélica a pesar de que se

mantenia la liberacion de calcio desde el RE.

Propagacion de la OCI por contiguidad de célula a célula

Existen dos principales mecanismos descritos en este tipo celular (64) por los cuales
se puede propagar la OCI: extracelularmente por mediadores paracrinos o por
contacto célula a célula mediado por gap junctions. La carbenoxolona es un
bloqueante inespecifico de gap junctions comunmente usado en fisiologia. Para
determinar el efecto del bloqueo de dichas uniones en la OCI se incubaron durante 30
min con carbenoxolona [100 puM] sin observarse cambios significativos (fig. 8B). Para
romper el contacto célula a célula y evaluar la extension de la OCI a través de una
distancia libre de células se realizaron dos experimentos, un rayado con

microfilamento para crear una brecha en la continuidad del cultivo en confluencia 'y un
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segundo experimento con células aisladas subconfluentes. En ambas situaciones la

OCI afectaba a células distantes sin contacto célula a célula (fig.8B).

Propagacion paracrina de la OCI: ATP.

El hecho de que la onda se propague en ausencia de contacto célula a célula hace
imprescindible la existencia de un factor paracrino que se extienda por el medido
extracelular. Para probar esta hipoétesis se realiz6 el registro en existencia de flujo (6
ml/min) durante la estimulacion mecanica y se observo una desviacion de la onda en
la direccion de lavado del flujo (fig. suplementaria 4). En ARPE-19 y otros tipos
celulares se ha descrito la molécula de ATP como principal mediador paracrino (62—

64). Para bloguear los receptores purinérgicos presentes en estas células, se
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FIGURA 9. Registros de la concentracion de calcio reticular en las diferentes
condiciones empleadas durante el estudio de la OCI. Aguellos experimentos con
solucion para vaciar el RE al final del experimento estan representados como (AF-
Fmin)/(FO-Fmin), el resto como (AF/FO).
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preincubaron las células con suramina, un bloqueante selectivo de estos receptores,
sin obtener unos datos concluyentes (fig. 7C). La apirasa es un enzima que cataliza
la hidrdlisis del ATP a AMP y su presencia extracelularmente durante los registros
inhibié drasticamente la OCI (fig. 8C).

[Ca?*]re durante la OCI en las diferentes condiciones

Para registrar el efecto que cada una de las condiciones mencionadas tenia sobre el
calcio reticular se hizo nuevamente un registro simultdneo del calcio citosolico y
reticular con el clon ARPE-19/erGAP3 (fig. 8). En conjunto se observa que las
condiciones experimentales que no alteraban el pico citosélico presentaban un
pequefio vaciamiento del RE, mayor en las primeras capas (NB1-NB2) frente a las
ultimas (NB6-NB7) a excepcion de BAPTA-AM que presenta un elevado vaciamiento
reticular en comparacion al resto de condiciones, en ausencia de onda de Ca?*
citosdlica. En el caso de la apirasa que habia producido una notable inhibicién de la

onda citosdlica se ve igualmente abolido el vaciamiento reticular.

-~

DISCUSIO

Desde el primer momento en que un cigoto es formado y comienza a dividirse hasta
que finalmente constituye un érgano tan complicado espacial y funcionalmente como
el ojo, existe un complejo intercambio, entre células y tejidos, de sefiales biol6gicas
para coordinar y organizar su harmonioso desarrollo. Pero incluso una vez
constituidos los tejidos, las células no se comportan como entidades individuales, su
correcto funcionamiento depende de una precisa emision y recepcion de sefales que

permiten la comunicacion intercelular.

Las ondas de Ca?* intercelulares se inician en una célula y se extienden a células
adyacentes al lugar de origen, revelando una respuesta coordinada del tejido. En
algunos tipos celulares como el epitelio bronquial se ha demostrado que como
consecuencia de ésta OCI existe un movimiento coordinado de los cilios que permite
un arrastre mas efectivo de sustancias. En otros muchos tejidos, como el EPR, aun

se desconoce que funcion desempeinia.
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En el presente articulo se ha profundizado en los mecanismos de la OCI que han sido
descritos para la linea celular ARPE-19 (64) a nivel del calcio citoplasmatico y por

primera vez se han realizado mediciones directas de la [Ca?*]re.

En condiciones fisiologicas e in vitro, se pueden describir, entre otros, tres espacios
relevantes con concentraciones de calcio muy diferentes: el espacio extracelular, el
citosol y el reticulo sarcoplasmatico. Para determinar la influencia que tiene una
marcada disminucién de la [Ca?*] en cada uno de estos espacios en la OCI se han
empleado tres condiciones diferentes (fig. 8A). La ausencia de calcio extracelular no
interrumpe ni el inicio ni la extension de la OCI significativamente a pesar de que la
presencia de canales de calcio tipo L en la membrana (70) deja abierta la posible
existencia de corrientes de calcio desde el espacio extracelular. La presencia de un
pico de calcio citosélico en un medio libre de calcio sugiere el origen de la OCI en los
depadsitos intracelulares. El vaciamiento con tapsigargina del calcio del RE, la principal
organela que se ha descrito implicada en este tipo de sefiales, provoca una
practicamente total abolicién del incremento de la [Ca?*]cit o que sugiere que la mayor
contribucion de calcio entrante al citosol durante la OCI proviene del RE. Estos datos
son semejantes a los descritos en anteriores publicaciones (62—64). Sin embargo, en
otros articulos no se explora el efecto que tiene la quelacién del calcio en el espacio
donde es bioldégicamente mas activo en términos de sefializacién, el citosol,
principalmente debido a que es el espacio en el que se monitoriza tradicionalmente la
OCI. En nuestros experimentos se realiza una doble monitorizacion de la onda de
calcio, a nivel citosélico y reticular, por ello se empleé el registro reticular (fig. 9) para
evaluar el efecto de la quelacion del calcio citosélico, observandose la propagacion de
la OCI a un numero de capas equivalente a las condiciones estandar pero con un
mayor vaciamiento del reticulo que puede ser explicado por la ausencia de inhibicion
de los IP3R al ser el incremento de la [Ca?*]it un factor que disminuye la probabilidad
de apertura (71). Este resultado sugiere que la propagaciéon de la onda es
independiente de la [Ca?'].t, por lo que algunas de las teorias propuestas en la
propagacion de la OCI, como el paso de iones de calcio a través de GAP junctions o

la secrecion calcio-dependiente de factores paracrinos quedarian descartadas.

En esta linea celular se habia descrito la via paracrina, mediada por ATP, como
principal mecanismo de propagacion de la onda (64). En nuestros experimentos (fig.

8C) el hecho de que la onda se vea desviada en la direccién del flujo y que pueda
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inhibirse casi totalmente con la adicion de apirasa, verifica que el ATP liberado al

medio es el principal responsable de la OCI.

En anteriores publicaciones se habla de una dudosa contribucién a la expansion de la
onda mediante gap junctions en las primeras capas celulares (64). Nuestros
resultados, en los que la OCI se propaga en células aisladas, separadas por un rayado
o0 tras un periodo de incubacion con carbenoxolona (fig. 8B), indican que la
propagacion de la OCI es independiente del contacto célula a célula. Sin embargo,
estos datos deben ser evaluados con precaucion debido a que la formacion de gap
junctions es un proceso lento y en la linea celular ARPE-19 se alcanza la mayor
resistencia transmembrana a los 30 dias de alcanzada la confluencia (65). En nuestro
trabajo y en anteriores publicaciones se evalla la via célula a célula tras un tiempo
inferior a los 7 dias en cultivo. Un periodo de incubacion in vitro de 15 dias ha sido el
tiempo maximo que hemos analizado, determinandose que la OCI desencadenada
por estimulo mecanico en estas condiciones no presentaba variaciones significativas
respecto a los experimentos realizados en cultivos a los 2-4 dias post-confluencia,
aunqgue en estas condiciones de cultivo (15 dias in vitro (DIV)) no se ha analizado la

posible contribucion de las gap junctions a la OCI de una forma mas especifica.

Agrupando todos los resultados se puede hipotetizar que el principal mecanismo de
generacion y propagacion de la OCI se iniciaria con la liberacion de ATP por la célula
estimulada mecanicamente (canales de calcio mecano-sensible se han demostrado
en otros EPR (62). Se desconoce el mecanismo exacto por el que la estimulacion
mecanica desencadena la liberacion de ATP, pero se ha descrito que la liberacion
implica transporte vesicular y canales CFTR (72). La union del ATP a receptores P2Y
(siendo el subtipo P2Y: el principal candidato, aunque se ha descrito la existencia de
receptores P2Y1y P2Yes en EPR (73)) en la membrana de células adyacentes activaria
secundariamente una fosfolipasa C (PLC) conduciendo a un incremento en la
produccion de IP3. El incremento en la concentracion de IP3 ocasionaria la apertura
del IP3R (se ha escrito la existencia del subtipo 3 en otros tipos de epitelio (74,75)) en
la membrana del RE y la consecuente liberacién de calcio reticular hacia el citosol. El
incremento en la [Ca?*]cit incrementaria la probabilidad de apertura de los receptores
de rianodina (RyR) (su presencia ha sido verificada en ARPE-19 (76)) favoreciendo

un mayor vaciamiento del RE. La difusion del ATP por el medio extracelular explicaria
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la generacion de una onda que induce un pico de calcio citosélico por la liberacion de

calcio reticular.

A pesar del importante papel de calcio reticular, su medicion directa no habia sido
realizada en la OCI de ningan tipo celular por la complejidad que entrafia. Con la
creacion del clon ARPE-19/erGAP se han podido realizar las primeras mediciones
simultdneas al registro citosolico. La primera observacién que se extrae de los
registros es que efectivamente existe un vaciamiento del RE como consecuencia de
estimulo mecéanico y que adopta una disposicion radial. Sin embargo, la intensidad
del vaciamiento del RE, valorado en relacion al maximo vaciamiento conseguido con
una solucién para depletarlo de calcio como ya se ha explicado, es muy variable de
unos experimentos a otros, siendo a veces dificil de cuantificar. A su vez, al contrario
que a nivel citosolico donde existe una disminucién casi lineal de la intensidad del
pico, en el RE existe una gran diferencia entre la intensidad del vaciamiento en las
primeras capas analizadas (NB1-NB3) frente al resto (NB4-NB7), siendo muy superior
en las primeras y practicamente imperceptible en las Gltimas. Ambas situaciones
pueden interpretarse a partir de la grafica dosis-efecto de ATP. Si suponemos que la
concentracion de ATP en el medio extracelular proximo al foco de estimulacion se
encuentra en valores en torno a la EC50, 1uM, el resultado es que existen picos de
calcio citosdlico de una intensidad considerable que decrecen moderadamente
conforme el ATP liberado se diluye al difundir en el medio. Sin embargo, la grafica
dosis-efecto del vaciamiento del RE se encuentra desplazada a la derecha, y para
valores en torno a la EC50 citosdlica, el vaciamiento reticular es del 22+4% del total
posible, por lo que este pequefio-moderado vaciamiento en la primes capas se hace
imperceptible en las ultimas o incluso en las primeras capas de algunos experimentos
en los que la liberacion de ATP fuera menor. Parece contraintuitivo pensar que siendo,
segun los resultados, el RE el responsable del pico citosélico, existan experimentos
y/o capas en las que a pesar de un intenso pico en la [Ca?*]cit no sean casi perceptibles
los cambios en la [Ca?']re pero hay que tener en cuenta que la concentracién en
citosol, ~ [100 nM], es tres ordenes de magnitud inferior a la concentracion en RE, ~
[0,5 mM] y eso sumado al gran volumen que ocupa el RE en la célula hace que
pequefios vaciamientos del RE supongan grandes variaciones de la [Ca?*]ci.

Otra observacion muy interesante que se obtiene al comparar las cinéticas de ambas

concentraciones es que la [Ca?']cit se eleva rapidamente tras el estimulo y se aproxima
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a la basal en pocos segundos. Sin embargo, la [Ca?']re inicia su descenso
practicamente simultaneo al cambio citosdlico, pero con un ritmo mucho mas lento
que el citosélico, de tal forma que incluso cuando la [Ca?*]cit ha iniciado su descenso
y se acerca a la basal, la [Ca?*]re sigue descendiendo, tardando minutos en retornar
a la basal. Nuevamente resulta contraintuitivo pensar que el pico citosolico se
produzca cuando el reticulo ha iniciado un minimo vaciamiento y conforme progresa
el vaciamiento no exista un acomparfante incremento de la [Ca?*]ct. A partir de esta
observacion se deduce la existencia de mecanismos de aclaramiento de calcio
citosélico que se desencadenan por el rapido incremento de la [Ca?'].t y se
contraponen a la liberacion del calcio desde el RE. El principal candidato que se ha
descrito implicado en este proceso es la mitocondria (77,78) aunque los
melanosomas, una organela caracteristica de este tejido, también parecen estar
implicados en el tamponamiento de la elevacion del calcio citosolico (79,80). A pesar
de este proceso de aclaramiento es importante visualizar (fig. 6) que en aquellas capas
en las que persiste un consistente y continuado vaciamiento del RE, la [Ca?*]cit se
aproxima, pero no llega a alcanzar los valores basales hasta que el reticulo deja de

vaciarse.

Estas puntualizaciones sobre el registro de la [Ca?']re abren varias e interesantes
preguntas sobre su efecto en el funcionamiento celular: ¢ tiene una finalidad fisiol6gica
un vaciamiento del RE dilatado en el tiempo? ¢Se altera el funcionamiento de la
mitocondria al actuar como tampén de calcio durante la OCI? ¢ La [Ca?*]cit suprabasal
que se mantiene durante el vaciamiento del RE tiene algun efecto sobre la
sefalizacion intracelular? ¢ Actla el lento vaciamiento del RE como periodo refractario
al desencadenamiento de nuevos picos citosolicos? Aun es necesaria una mayor

profundizacién dirigida a responder estas y nuevas preguntas.

-

CONCLUSION

Nuestros resultados confirman la existencia de una onda de calcio intercelular
desencadenada por estimulo mecanico en la linea ARPE-19, de extension limitada a
unas 7 capas celulares y no autorregenerativa. Demostramos que el ATP difunde
extracelularmente, a partir de la célula estimulada, y es la principal molécula implicada

en la propagacion de la OCI. Se descarta una contribucion significativa de las gap
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junctions en el origen y/o extension de la OCI en las condiciones estudiadas.

Demostramos que la propagacion de la OCI es un proceso independiente de la

[Ca?*]ct. Por otro lado, se demuestra que la OCI es independiente de la [Ca?]

extracelular, siendo originada por liberacién de calcio desde el RE, probablemente via

IP3. Realizamos las primeras medidas directas de la [Ca?*]re durante la OCI. Destaca

un vaciamiento del RE mas dilatado en el tiempo que el pico citosélico abriendo la

posibilidad a nuevos efectos de la OCI, y otras sefiales que desencadenen un

vaciamiento del RE, en la fisiologia celular y la fisiopatologia oftalmoldgica.
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ANEXOS

Condiciones estandar

FIGURA SUPLEMENTARIA 1. Secuencia de imagenes antes (tiempo -10s), durante
(tiempo 0s) y posteriormente a la estimulacién mecanica (tiempo 0-70s) en condiciones
estandar. La primera fila de 9 imagenes refleja el frente de onda obtenido con
excitacion a 380 nm (FURA-2) al restar el fotograma del tiempo indicado al fotograma
anterior (Fx1-Fx). La segunda fila muestra la secuencia normalizada de los cambios
registrados con FURA-2 (FO/AF). La tercera fila los cambios de fluorescencia
normalizados, con excitacion a 470 nm, registrados con GAP3 (AF/F0). Barra de
escala: 50um.

0 Ca*'/EGTA
—

Tapsigargina

BAPTA-AM

FIGURA SUPLEMENTARIA 2. Secuencia de imagenes antes (tiempo -10s), durante
(tiempo 0s) y posteriormente a la estimulacibn mecénica (tiempo 0-70s) en
0Ca?'/EGTA, tapsigargina y BAPTA-AM. La primera fila de cada condicién muestra la
secuencia normalizada de los cambios registrados con FURA-2 (FO/AF). La segunda
fila los cambios de fluorescencia normalizados, con excitacion a 470 nm, registrados
con GAP3 (AF/FO0). Barra de escala: 50um.
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FIGURA SUPLEMENTARIA 3. Secuencia de imagenes antes (tiempo -10s), durante
(tiempo 0s) y posteriormente a la estimulacibn mecanica (tiempo 0-70s) con
carbenoxolona, tras rayado y en células disociadas. La primera fila de cada condicién
muestra la secuencia normalizada de los cambios registrados con FURA-2 (FO/AF). La
segunda fila los cambios de fluorescencia normalizados, con excitacion a 470 nm,
registrados con GAP3 (AF/FO0). Barra de escala: 50um.

Suramina

W P i A

FIGURA SUPLEMENTARIA 4. Secuencia de imagenes antes (tiempo -10s), durante
(tiempo 0s) y posteriormente a la estimulacion mecénica (tiempo 0-70s) con flujo,
suramina y apirasa. La primera fila de cada condicibn muestra la secuencia
normalizada de los cambios registrados con FURA-2 (FO/AF). La segunda fila los
cambios de fluorescencia normalizados, con excitacion a 470 nm, registrados con
GAP3 (AF/F0). Barra de escala: 50um.
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FIGURA SUPLEMENTARIA 5. Detalle de la progresion intracelular de la onda de calcio
en una célula durante la OCI generada tras estimulo mecanico (estrella verde). En la
parte superior fotograma del cultivo en monocapa al que se realiza la EM y a su
derecha, ampliacién de un sector en que se ha destacado el contorno de una célula.
Inferiormente, secuencia de imagenes normalizada de los cambios registrados con
FURA-2 (FO/AF) desde que se inicia un cambio en la fluorescencia dentro del ROI
sefalado (tiempo 0s) hasta su progresion a la totalidad de la célula 4,5s mas tarde.
Barra de escala: 50um.

FIGURA SUPLEMENTARIA 6. Imagen de epifluorescencia del clon ARPE-19/erGAP3
con excitacion a 470 nm en que se visualiza el patron de distribucion en cisternas
caracteristico del RE en células vivas. Barra de escala: 25um.
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