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INTRODUCCION

1.- Evolucién en el estudio de la exocitosis y el transporte vesicular

El transporte vesicular y los pasos de maduracion vesicular que preceden
a la fusibn de membranas y liberacion de neurotransmisores u hormonas
juegan un papel importante en la regulacion de la velocidad de la secrecion.
Hasta el advenimiento de la técnica de microscopia de reflexion total (TIRFM)
(Steyer et al., 1997; Oheim et al., 1998) no fueron posibles los estudios directos
de la translocacion intracelular, el anclaje y las transiciones que conducen a la
exocitosis. Pero si fueron posibles las observaciones indirectas a través del
estudio de la deplecion de la respuesta secretora por estimulacion repetitiva o
sostenida (EImquist y Quastel, 1965; Betz et al, 1970). Asi es como en los afios
80 tuvo lugar el desarrollo de la técnica de medicidén de la capacidad (Hamill et
al., 1981; Fenwick et al., 1982a,b; Neher y Marty, 1982) que previa estimulacion
estimaba el curso temporal de la deplecién y el recambio de la poblacion de
vesiculas listas para la liberacion de la capa subyacente a la membrana
plasmatica. La técnica de medicion de la capacidad se basa en el
comportamiento fisico de la membrana celular como un aislante dieléctrico de
un condensador, y mide el aumento de capacidad en la suferficie celular debido
a la adicion de membrana por la fusidon de vesiculas secretoras. Pero hay un
problema asociado a esta técnica, y es que la medida de capacitancia es una
medida neta y solamente puede estimar con seguridad la velocidad de
secrecion si los procesos de exo- y endocitosis estan claramente separados.
Otra técnica de gran transcendencia actual es la amperometria (deteccion
electroquimica de los productos secretados) desarrollada en los afos noventa y
que establecié que la secrecion de las catecolaminas de una unica vesicula
podia ser detectada (Leszczyszyn et al., 1990; Wightman et al., 1991; Chow et
al., 1992). La corriente de oxidacién es una medida directa de la secrecion y, a
diferencia de la capacitancia, no es susceptible de ser interferida por la
endocitosis. La estimulacion celular conduce a la produccién de gran numero
de transitorios de corriente oxidativa (espigas de oxidacion), muchas veces
precedidos de un pequefio pie indicativo de una salida leve de neurotransmisor
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por el poro de fusidn (canal que inicia la conexién entre la matriz intragranular y
el medio extracelular) (Almers y Tse, 1990). Son muchas las sustancias
susceptibles de ser detectadas con esta técnica (dopamina en las células
PC12, histamina y serotonina en mastocitos, insulina en células B-pancreaticas,
etc.) El estudio de un unico evento exocitético ha sido logrado recientemente
usando un electrodo electroquimico dentro de una pipeta registrando
simultaneamente en una porcion de membrana aislada la fusion de la vesicula
y la liberacién de neurotransmisor. Esta técnica se conoce como amperometria
en parche de membrana (Albillos et al. 1997).

20 pA|
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Figura 1. Ejemplo de registro amperométrico en célula Unica mostrando diferentes
exocitosis. Cada uno de estos transitorios de corriente son resultado de la oxidacion
electroquimica de los productos liberados por vesiculas individuales, tras la aplicacion de un
estimulo secretor.

En estos afios también tuvo lugar el desarrollo de modelos celulares
permeabilizados, inicialmente mediante la aplicacion de descargas eléctricas
de alto voltaje (Baker y Knight, 1978; Knight y Baker, 1982) que permitieron
acceder a los compartimentos intracelulares y conocer los requerimientos
idnicos minimos para que se lleve a cabo la exocitosis, demostrandose que es
el calcio, junto el ATP, el uUnico elemento cuya presencia es necesaria y
suficiente para que el proceso tenga lugar. No obstante, el empleo de
detergentes (o-estreptolisina o digitonina) y toxinas permeabilizadoras de
células cromafines cultivadas nos han evidenciado en la actualidad de la
existencia de proteinas citosdlicas solubles esenciales para la exocitosis
(Sarafian et al., 1987).
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Aunque muchos estudios han intentado caracterizar las proteinas solubles
y de membrana que participan en la exocitosis, existian impedimentos técnicos
dificiles de solventar. En este sentido el mayor avance en esta direccién fue
llevado a cabo por el estudio de levaduras genéticamente deficientes (Ferro-
Novick y Janh, 1994).

Las técnicas Opticas también han aportado datos relevantes en el estudio
de las etapas previas a la exocitosis. Tienen inicio también a principios de los
afos noventa con la microscopia de contraste de interferencia diferencial de
alta resolucion (DIC), que permitia visualizar eventos exocitoticos unicos en
células cromafines (Terakawa et al., 1991). Pero la resolucion espacial de esta
técnica junto con la microscopia de fluorescencia es limitada (Betz y Bewick
1992; Smith y Betz, 1996).

Recientemente han surgido dos avances técnicos que han permitido
ampliar el estudio sobre la movilidad granular en células vivas: a) el uso de
construcciones de proteina verde fluorescente (GFP) y otras sondas como
marcadores granulares, y b) el uso de la microscopia de fluorescencia de
reflexion interna total (TIRFM) para visualizar los granulos secretores en un
plano de 300 nm de la membrana plasmatica, técnica ampliamente
desarrollada por los grupos de Oheim y Stihmer y de Steyer y Almers en las
células cromafines y las células PC12. Esta técnica es particularmente
importante puesto que permite estudiar la movilidad de los granulos secretores
al aproximarse a la membrana plasmatica, en el anclaje y en la fusion.

En nuestro laboratorio hemos adaptado la técnica de microscopia
confocal dinamica de fluorescencia al estudio de la localizacién espacio-
temporal de las vesiculas. Esta técnica, combinada con el programa informatico
apropiado, nos ofrece la ventaja de hacer un seguimiento de las vesiculas que
se localizan en el interior citosolico y poder determinar sus trayectorias
temporales. Indicamos en este caso que es una ventaja respecto a las técnicas
mencionadas anteriormente porque se puede tomar imagenes de cualquier
zona de la célula con una elevada resolucion.
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2.- La célula cromafin como modelo de estudio de la neurosecrecion

La célula cromafin ha mostrado ser uno de los sistemas mas utiles para el
estudio de los mecanismos celulares y moleculares de la liberacion de los
neurotransmisores.

La ruta seguida por las proteinas secretoras en la célula fue delineada en
estudios clasicos por George Palade a partir del estudio de células exocrinas
pancreaticas. En aflos mas recientes, los tipos celulares mas estudiados en la
neurosecrecion han sido: la célula cromafin adrenal (y su equivalente tumoral la
linea celular PC12), la célula B-pancreatica y las células hematopoyéticas (los
mastocitos, las plaquetas y los neutréfilos).

No obstante la célula cromafin tiene un gran interés por si misma por
formar parte del sistema neuroendocrino que controla funciones vitales a través
de los receptores presentes en gran parte del organismo.

2.1.- Generalidades de la célula cromafin: origen, localizacion, tipos y
funcioén.

Las células cromafines presentan un origen comun con las neuronas
puesto que derivan embrioldgicamente de la cresta neural, de tejido
ectodérmico. Durante el desarrollo ontogénico parte de estas células migran
ventralmente, dando lugar a las células cromafines, siendo los glucocorticoides
de la corteza de la glandula adrenal esenciales para que se realice esta
transformacion.

Estas células se ubican en el tejido parenquimatoso de la médula
suprarrenal o adrenal, organizandose en forma de racimo, que se encuentran
dispuestas en torno a una red vascular con el fin de desencadenar una
respuesta humoral rapida.

El tejido parenquimatico de la médula suprarrenal esta formado por dos
tipos celulares mayoritarios: las células adrenérgicas, localizadas en la
periferia, y las células noradrenérgicas en zonas centrales de la médula (Livett
et al., 1982).

Estas células reciben inervacion simpatica, mayoritariamente procedente
del nervio esplacnico, que presentan naturaleza colinérgica, aunque algunos
terminales secretan también encefalinas (Pelto-Huikko et al., 1985), la
sustancia P (Zhou y Livett, 1990) y el péptido inhibidor vasoactivo (VIP).
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La funcion primaria de las células cromafines es la liberacion exocitotica
al torrente sanguineo de catecolaminas, la adrenalina (A) y la noradrenalina
(NA) y, en menor proporcion la dopamina y otras sustancias como péptidos
opioides, que se sugiere que se comportan como hormonas con acciones a
larga distancia, aunque también podrian estar participando en la regulacion de
la exocitosis a de una forma autocrina/paracrina, a través de la facilitacion de
canales de Ca®* (Gandia et al., 1998).

Todo esto, como parte de una respuesta adaptativa e involuntaria al
estrés, tanto fisico (hemorragia, estado de hipoxia o de glucemia, etc.) como
emocional (Bronner-Fraser et al., 1991).

Esta funcion la realiza a través de sus receptores a- y B-adrenérgicos y
dopaminérgicos presentes en diferentes 6rganos como el corazén, el rindn, en
el aparato respiratorio y en los sistemas circulatorio y muscular esquelético. De
esta manera, las catecolaminas liberadas por las células cromafines tienen el
desempeino de aseguarar la homeostasis del organismo en todo momento y a
situar al individuo en actitud de alerta y de rendimiento maximo. Por esta razén
participan en una serie de reacciones metabdlicas y fisiolégicas como son: la
elevacion de la glucemia, la movilizacion de los depdsitos de hidratos de
carbono del higado, el promover la conversion del glucégeno muscular en
acido lactico (a partir del cual el higado puede sintetizar nuevos hidratos de
carbono) y el provocar la liberacién hipofisaria de ACTH con el fin de estimular
la secrecion de glucocorticoides de la corteza suprarrenal.

2.2.- Generalidades de la vesicula cromafin: tamafio, composicion y
contenido de la matriz intravesicular.

La célula cromafin posee una gran cantidad de granulos (vesiculas)
densos repartidos por todo su citoplasma que son llamados granulos
cromafines, y son organelas en las cuales se almacenan los productos de
secrecion.

El tamafo de las vesiculas cromafines puede oscilar, con un diametro
entre los 65 y los 590 nm (Ornberg et al., 1995). Esta diferencia se debe a que
en la misma célula coexisten al menos tres tipos de vesiculas: a) las vesiculas
grandes de nucleo denso a los electrones (observado por microscopia
electronica) b) las pequefias y claras, encargadas de la exo/endocitosis
constitutiva y ¢) las microvesiculas con un tamafo aproximado de 50 nm de
didmetro, parecidas a las sinapticas (synaptic-like microvesicles, SLMVs) cuya
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funcion en las células cromafines se desconoce, pero que en las neuronas son
las mayoritarias y almacenan los neurotransmisores para la exocitosis rapida.

La membrana de las vesiculas cromafines esta compuesta por lipidos, el
mas abundante es la fosfatidiletanolamina aunque también contiene mucho
colesterol, y posee mas de cuarenta proteinas diferentes, lo que la convierte en
una organela de funcién altamente regulada.

De entre las proteinas cabe destacar la dopamina-B-hidroxilasa (DBH)
que es la méas abundante, la H*-ATPasa que posibilita la recaptacion de las CA
desde el citoplasma al interior de la vesicula a través de la generaciéon de un
potencial electroquimico, los transportadores de iones Ca2+y de nucledtidos.

Por tanto la matriz granular contiene catecolaminas en una concentracion
muy elevada (0.5-1 M) (Jankoswski et al., 1993), nucledétidos entre los cuales el
mas abundante es el ATP (1.5 M) (Kostron et al., 1977), acido ascorbico, iones
Ca?* (16 mM), y otra serie de proteinas como las cromograninas y la
secretogranina Il. Las cromograninas son el grupo de proteinas predominantes
que constituyen una familia de proteinas acidicas localizadas en variedad de
tejidos neuroendocrinos (Fischer-Colbrie et al., 1985). Se clasifican en tres
grupos: A, B y C (Fischer-Colbrie y Frischenschlager, 1985; Fischer-Colbrie et
al.,, 1986), y participan en el empaquetamiento y quelado de las catecolaminas
y del ATP con el fin de reducir el gradiente osmaético (Helle et al.,, 1985).
También se encuentran péptidos opiaceos como encefalinas, dinorfinas
(Viveros et al., 1979; Wilson et al., 1980) aunque en menor proporcion.

2.3.- Sintesis y almacenamiento de las catecolaminas.

La adrenalina, noradrenalina y dopamina son catecolaminas que como su
nombre indica guardan en comun la presencia de un anillo aromatico catecol o
3,4-dihidroxifenilo y una cadena etilamina en posicién meta.

El proceso de sintesis enzimatica tiene lugar a través de una via
multisecuencial que parte del aminoacido L-tirosina, que es un aminoacido
aromatico esencial (ver figura 2).

La primera etapa de esta sintesis consiste en la hidroxilaciéon de L-tirosina
para dar la 3,4-dihidroxifenilamina (L-Dopa), la reaccién esta catalizada por la
enzima tirosina-hidroxilasa (TH) y constituye el paso limitante de la sintesis de
catecolaminas. Esta enzima que esta presente en el citoplasma posee una
actividad de 100 a 1.000 veces menos que las otras enzimas de la via, y por

26



Introduccién

tanto esta sujeta a influencias de activacion e inhibicion. Por ejemplo esta el
hecho de que durante la estimulacion prolongada del nervio esplacnico se
produce un rapido incremento en la actividad de TH a través de mecanismos
de fosforilacién (Joh et al., 1978, Vulliet et al., 1980). Por otra parte esta enzima
posee un mecanismo de retroalimentacion negativo, ya que las propias
catecolaminas compiten con el cofactor de la reaccién, la (6R)-5,6,7,8-tetra-L-
hidrobiopterina (BH4) regulando la via.

La segunda etapa de la via es catalizada por una enzima también
citosolica presente en otros tipos celulares, es la L-aminoacido aromatico
descarboxilasa (LAAD). Cataliza la reaccién de descarboxilacion de la L-dopa
para dar dopamina.

La siguiente reaccién es catalizada por la dopamina-p-hidroxilasa (DBH)
que da como resultado la NA, pero esta enzima esta unida a la membrana
vesicular y para que la hidroxilacion tenga lugar es necesario que la dopamina
sea captada por la vesicula. Esta reaccion catalitica necesita de la presencia
de O3 y acido ascérbico como cofactores .

En las células cromafines adrenérgicas, la NA es exportada al citoplasma,
donde la feniletanolamina-N-metil transferasa (PNMT) cataliza la reaccién de
metilacion para dar A, que posteriormente entra en el granulo para su
almacenamiento.
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Figura 2. Ruta biosintética de las catecolaminas en las células cromafines.
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3.- La exocitosis

La exocitosis consiste en la fusidon de la membrana de las vesiculas que
contienen sustancias activas con la membrana plasmatica, con la finalidad de
liberar al espacio extracelular las sustancias almacenadas en el interior de la
vesicula. Es un proceso celular universal y la manera mas comun de secretar
mensajeros quimicos y renovar componentes celulares. Sin embargo también
es el procedimiento mediante el cual las neuronas y células neuroendocrinas
liberan de forma cuantica los neurotransmisores.

Existen dos tipos de exocitosis en células eucariotas: la regulada y la
constitutiva. En la exocitosis constitutiva, las vesiculas sintetizadas son
liberadas por fusion espontanea de las membranas. Este tipo de secrecion esta
presente en todos los tipos celulares.

Sin embargo, la exocitosis regulada, es una especializacion de la ruta de
la secrecion constitutiva, las vesiculas se acumulan cerca de los sitios de
liberacion bajo el control de mecanismos que impiden la fusion de membranas
descontrolada. Durante el estimulo este control inhibitorio queda inactivado
mientras que otros mecanismos activadores disparan el proceso de fusién, por
lo que las sustancias almacenadas en la vesicula se liberan al espacio
extracelular. Este tipo de exocitosis se encuentra en tipos celulares especificos
como las neuronas y los sistemas endocrinos y neuroendocrinos.

3.1.- Acoplamiento estimulo-secrecion en la célula cromafin.

El principal estimulo fisioldogico que provoca la exocitosis de
catecolaminas es la acetilcolina (Ach) liberada por las terminaciones nerviosas
del nervio esplacnico que hacen sinapsis con las células cromafines.

La Ach se une a sus receptores nicotinico (ionotrdpico) y muscarinico
(metabotrépico) situados en la membrana plasmatica de las células cromafines.
El receptor nicotinico puede ser de dos tipos: a) sensible al bloqueo con a-
bungarotoxina (toxina producida por la serpiente Bungarus multicinctus) y b)
insensible al bloqueo con esta toxina. Ambos receptores nicotinicos estan
presentes en la célula cromafin.

Durante la estimulacion nicotinica, la acetilcolina produce la apertura del
canal idnico del receptor permitiendo la entrada de Na*. Junto al Na* también
entran iones Ca**, aunque en menor proporcién (Douglas et al., 1967a,b),
produciendo una ligera despolarizacion de la membrana, que es suficiente para
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activar los canales rapidos de Na® dependientes de voltaje y sensibles a
tetrodotoxina (Cefia et al., 1983). La entrada de Na® por estos canales
selectivos aumenta la despolarizacion celular activando la apertura de los
canales de Ca*" dependientes de voltaje y sensibles a las dihidropiridinas
(Garcia et al., 1984) con lo que los iones de Ca?* fluyen hacia el interior celular
aumentando la concentracién de Ca?' intracelular ([Ca®‘]). Esta elevacion
transitoria de los niveles de Ca**, la sefial que activa la secrecién.

En algunas especies, como en la rata y en el pollo, el aumento del Ca®*
citosélico que sigue a la estimulacion no procede de la apertura de los canales
de Ca®" dependientes de voltaje sino que es liberado de los reservorios
intracelulares por el inositol trifosfato (IP3).

Ademas de los receptores colinérgicos, existen evidencias que soportan
la existencia en las células cromafines de receptores de histamina, bradiquinina
y angiotensina Il. En los tres tipos de receptores la estimulacién no implica la
participacion de los canales de Ca®* dependientes de voltaje. Para la histamina
y la angiotensina Il la entrada de Ca?* se produce mediante la activacion de la
via del IP; (Stauderman y Pruss, 1990; Stauderman y Murawsky, 1991). En el
caso de bradiquinina parece que estan implicados canales de Ca*" operados
por receptor o por segundos mensajeros, que hasta el momento no han sido
identificados.

La secrecion de catecolaminas también puede ser disparada con
concentraciones elevadas de K* extracelular que activa los canales
dependientes de voltaje sin requerir la activacion del receptor nicotinico.

Otros cationes divalentes como el estroncio y el bario, que también
permean por los canales de Ca®*, inducen secrecion y se han empleado como
herramientas experimentales (Hubbard et al., 1968).
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3.2.- El calcio en la célula cromafin.

El calcio es necesario para la transmision nerviosa y juega un papel
esencial en la exocitosis. Asi lo demostraron Katz y Miledi (1965) en un trabajo
realizado en la unién neuromuscular de rana; que mas adelante fue extendido
por Douglas (1968) a las células cromafines.

Sea cual sea el secretagogo que se utilice, el aumento de la [Ca®]i es
claramente el elemento clave: el origen del calcio mobilizado, sea del exterior o
de compartimentos intracelulares, determina la localizacion de la exocitosis en
la célula, la cinética de liberacion y la extension de la secrecion.

El mecanismo por el cual, el Ca** dispara la secrecion no se conoce bien
todavia, se han realizado numerosos trabajos en la célula cromafin con el fin de
caracterizar el papel del calcio como inductor de la exocitosis.

En los tipos celulares donde el Ca®** es el principal disparador de la
exocitosis  regulada, el Ca?* procede de dos fuentes: a) del espacio
extracelular y b) de los reservorios intracelulares como el reticulo
endoplasmico. En la célula cromafin tiene mas importancia el Ca®* extracelular
(Cheek et al., 1989), el cual logra alcanzar por si mismo la respuesta maxima.

La [Ca®*] extracelular es aproximadamente 2 mM. En condiciones basales
la [Ca®*]i es del orden de 100 nM o inferior. En las células nerviosas, por lo
general, la apertura de los canales dependientes de voltaje que ocurre tras la
despolarizacién produce un aumento de la [Ca®'], la cual alcanza en
microsegundos unos 100 uM. En este sistema, los canales de calcio forman
complejos proteicos multiméricos donde las vesiculas sinapticas se encuentran
a pocos nanometros de distancia de la membrana plasmatica y la exocitosis
tiene lugar en un milisegundo. En cambio, en las células cromafines la
liberacion es mas lenta y se ha pensado que los sitios de liberacion de las
vesiculas no se encuentran en intima asociaciéon con la localizaciéon de los
canales de calcio y que la [Ca®'];, entre 0,5 a 10 uM (Kao y Schneider, 1986),
dispara la exocitosis. Aunque en células cromafines cultivadas que emiten
neuritas se ha visto correlacién espacial entre los canales P/Q y la secrecién
(Gil et al., 2001b).

Esta diferencia entre las neuronas y las células cromafines se debe a que
los sistemas de regulacion de la exocitosis difieren en uno y otro modelo
celular. Sin duda esta diferencia responde a las funciones fisiolégicas que
desempenan tanto las neuronas como las células cromafines. En las neuronas
la liberacion tiene que ser muy rapida, para que la transmisién nerviosa siga su
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ritmo. Por el contrario, en las células cromafines la liberacién rapida no es
necesaria, las catecolaminas y demas sustancias se liberan a la sangre y el
paso limitante no es la velocidad de secrecién sino el tiempo que estan
circulando hasta llegar al 6rgano diana.

Tres son los tipos de canales de Ca®* dependientes de voltaje presentes
en la célula cromafin bovina: los canales de tipo L (Long lasting), producen una
corriente de entrada de larga duracién y son sensibles a dihidropiridinas; los de
tipo N son abundantes aunque parece que no estan implicados en secrecion; y
los de tipo P/Q, si que participan en secrecién y son sensibles a w-agatoxina y
a algunas m-conotoxinas.

La difusién del Ca?* hacia el citosol esta obstaculizada a consecuencia de
las proteinas que lo tamponan y los procesos celulares que retiran el ion

Los mecanismos por los que el Ca®* es retirado del citosol son por
transporte a las organelas intracelulares como el reticulo endoplasmico y la
mitocondria, y por la accién del intercambio Na*/ Ca** en la membrana
plasmatica.

El reticulo participa tanto en los procesos de retirada del ibn como en los
de liberacién del mismo. La membrana del reticulo posee una bomba de Ca**
(una ATPasa de tipo SERCA, Sarco(endo)plasmic Reticulum (Ca**)-ATPase)
que participa en la retirada de Ca** y dos receptores que participan en la
liberaciéon de Ca®* desde el lumen reticular: el receptor de ryanodina (RyR) v el
receptor del inositol trifosfato (IPsR). El RyR se activa por el aumento del Ca?*
en el entorno préximo, liberando mas Ca** desde el reticulo y propagando asi
la sefial por el citosol; es lo que se conoce como la liberacion de Ca®* inducida
por el Ca®* (Alonso et al., 1999). Este proceso es importante por la generacion
de microdominios de Ca** (diferente distribucién espacio-temporal del Ca*
intracelular), los cuales son responsables de que se lleven a cabo en la célula
una serie de procesos que dependen de este i6n. Tales son el movimiento de
vesiculas recién formadas, el reclutamiento de vesiculas de las capas internas
hacia la periferia celular, la activacion de enzimas que participan en el
metabolismo de las catecolaminas, la reorganizacion del citosqueleto de F-
actina, y otros procesos dependientes de Ca?".

El IPsR se activa por el IP; (un segundo mensajero que procede de la
actividad de la fosfolipasa de tipo C (PLC) y también induce la liberacién de
Ca*.
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La mitocondria también es importante en la homeostasis del calcio y lo
hace a través de un uniportador dependiente del potencial. Se ha propuesto
que el papel de las mitocondrias es clave para la generacion de los
microdominios de Ca** por su localizacion cercana a la membrana plasmatica
(Montero et al., 2000).

3.3.- El ciclo secretor

La exocitosis es el ultimo estadio de un proceso amplio que es el trafico
general de membranas y que incluye el transporte de membranas en el reticulo
endoplasmico/aparato de Golgi, la formacion de endosomas, la endocitosis y la
secrecion de vesiculas al espacio extracelular (ver figura 3). Cada estadio
requiere la fusion de membranas y la maquinaria proteica que participa esta
muy conservada.
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Figura 3. Representacion de las etapas que componen el ciclo vesicular exocitético que
se desarrolla en el terminal nervioso presinaptico.
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Las vesiculas cromafines, una vez formadas en la red de trans-Golgi
(TGN), sufren un proceso de maduracion en el que participan las H*-ATPasas
(que generan un pH de 5,6 en el interior del granulo), y los transportadores de
aminas y nucleétidos. Durante este proceso se translocan a la region cercana
de la membrana plasmatica donde interaccionan con los filamentos del
citosqueleto (como se comentara mas adelante) y dan lugar al compartimento
de vesiculas de reserva. Las vesiculas que morfolégicamente han superado
este estadio e interaccionan fisicamente con proteinas de la membrana
plasmatica dan lugar al compartimento de vesiculas listas para exocitar.

La interaccién de las vesiculas con la membrana plasmatica se hace a
través de la formacion de un complejo de fusion formado por proteinas solubles
y proteinas de membrana llamadas SNARE. Entre las solubles estan el NSF
(N-etilmaleimide sensitive fusion protein) y proteinas SNAPs (soluble NSF-
attachment protein). En las neuronas y células neuroendocrinas se han
identificado tres proteinas SNARE (soluble NSF-attachment receptor) dos en la
membrana plasmatica y una en la membrana vesicular (ver figura 5). La
proteina de membrana asociada a la vesicula se llama VAMP o sinaptobrevina
y las proteinas que se encuentran inmersas en la membrana plasmatica son
sintaxina y SNAP25 (sinaptosomal associated protein of 25 KDa) (Llona, 1995).
Este complejo fue propuesto originariamente por Séllner y colaboradores como
la maquinaria exocitotica en lo que ellos denominaron “hipotesis SNARE”
(Sollner et al., 1993).

Existen otra serie de proteinas que actuan regulando la funcién de las
anteriores. La proteina munc-18 es una proteina de la membrana plasmatica
(Sudhof et al., 1993), interacciona con sintaxina impidiendo su unién con la
VAMP y la SNAP-25 (Pevsner et al., 1994). La sinaptofisina ejerce un papel
similar pero con VAMP (Calakos y Scheller, 1994; Edelmann et al., 1995). Y por
ultimo, la sinaptotagmina es una proteina de la membrana vesicular que actua
inhibiendo la fusion, y Unicamente en presencia de Ca** su efecto bloqueante
se anula (Bommert et al., 1993; Popov y Poo, 1993).

La importancia de las proteinas SNARE en la secrecion fue establecida
por el uso de toxinas clostridiales que afectan a elementos especificos de la
maquinaria SNARE en los terminales nerviosos (Montecucco y Schiavo, 1993).
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Las vesiculas en el compartimento de vesiculas listo para exocitar pueden
estar en dos estados de liberacion:

a) vesiculas no preparadas (docked) que incluye a las vesiculas que
una vez atracadas a la membrana plasmatica no han sufrido el proceso de
maduracién. El proceso de atraque (docking) requiere el movimiento de las
vesiculas hacia la membrana plasmatica previa reorganizacion del
citosqueleto, sucediendo la primera interaccion fisica de las proteinas de la
membrana vesicular (v-SNARE) con las proteinas de la membrana
plasmatica (t-SNARE) y la formacién de un complejo multiproteico 20s.

b) vesiculas preparadas (primed), que incluye las vesiculas
competentes para la fusién. El proceso de preparacion (priming) depende
de ATP-Mg?* para que tenga lugar (Parsons et al., 1995) y se ha sugerido
que podria iniciar la exocitosis llevando a cabo, un proceso de semifusion, y
en este punto, las vesiculas se detendrian esperando una sefial de Ca**
(Stdhof, 1995).

El paso final de la fusion es dependiente del Ca** y del pH pero no del
ATP y trae consigo la formacion de un poro entre el interior de la vesicula y el
medio extracelular, su expansion, y finalmente la liberacion de los contenidos
vesiculares al espacio extracelular. En algunos casos, el poro de fusién, que
toma forma en omega, puede expandirse de forma irreversible o volverse a
cerrar (Lindau y Almers, 1995).

Se han realizado estudios con el fin de conocer la relacion entre la
concentracién libre de Ca?* y la velocidad inicial de la exocitosis de este
compartimento de vesiculas listas para exocitar. Para ello se emplearon
compuestos quelantes de calcio fotolizables (DM-nitrofen o NP-EGTA) que se
introducian en la célula a través de una pipeta. Tras la aplicacion de un haz de
luz intenso se producia la liberacién de Ca?* instantanea y homogénea en todo
el citosol. En las células cromafines el grupo de Erwin Neher mostro, mediante
el registro de la exocitosis por medida de la capacidad en combinacion con esta
técnica (Heinemann et al., 1993; Neher y Zucker, 1993; Heinemann et al.,
1994), la existencia del compartimento de vesiculas listo para exocitar, que se
secretaba entre los 20 — 50 ms tras el estimulo. En las vesiculas sinapticas
esta velocidad es todavia mayor, alrededor de los 60 us en sinapsis centrales
(Sabatini y Regehr, 1996).
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4.- Introduccion general del citosqueleto

En su mayor parte, la movilidad de las organelas estd mediada por los
microtubulos y los filamentos de actina a través de proteinas motoras. Estas
proteinas convierten la energia quimica liberada por la hidrdlisis de nucleétidos
en energia mecanica capaz de producir movimiento. Estos movimientos
producen efectos que pueden cambiar la morfologia celular, como por ejemplo,
en la contraccion muscular, en la elongacion del huso mitético, en la
citoquinesis, o en la migracién celular. Por otro lado, estos motores también
participan en el transporte intracelular, en procesos como la separacion de los
cromosomas durante la divisidon, el movimiento del centrosoma, el transporte
del ARNm, y el trafico de organelas compuestas por sistemas de membranas.

El citosqueleto de la célula cromafin es una estructura dinamica que
cambia de acuerdo con los diferentes estadios de la funcion celular que
desempena.

En la célula cromafin, la secrecidon regulada es disparada por un
incremento en la concentracion de Ca®" intracelular (Douglas y Rubin, 1961).
Sin embargo, a pesar de que el papel del Ca®" en la neurosecrecién ha sido
estudiado durante muchos afios, los mecanismos por los cuales el Ca*
participa en este proceso no se han aclarado todavia. Una hipotesis atractiva
es que uno de los sitios de accion del Ca®* en la secrecion sea el control del
citosqueleto. La red citosqueletal interacciona no soélo con la membrana
plasmatica sino también con diferentes organelas, entre las que destacan las
vesiculas secretoras.
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4.1.- El citosqueleto de F-actina

En las células cromafines la red de F-actina esta dispuesta de manera
periférica subyacente a la membrana plasmatica, dando lugar a lo que de forma
comun se denomina una red cortical de F-actina o actina filamentosa. La F-
actina es la forma polimerizada que esta en continuo equilibrio con la G-actina
que es el monémero que la forma (ver la figura 4). Por tanto, el dinamismo
existente en la red cortical es originado por el continuo ensamblaje y
desensamblaje de la G y la F-actina, respectivamente.

G-actina F-actina
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Figura 4. Esquema representativo de los procesos celulares de reorganizacion entre la
actina monomérica (G-actina) y la actina filamentosa (F-actina). La polimerizacién de la
actina es un proceso reversible, en el cual los monémeros se asocian y disocian a partir de los
extremos positivos y negativos, respectivamente. La velocidad de disociacion K., es
independiente de la concentracion de monémero, mientras que la velocidad de asociacion K; si
es proporcional a la concentracion de monémero libre.

Este balance entre la actina globular y la actina filamentosa puede ser
modificado de forma fisiolégica o bien por diversas sustancias (las
latrunculinas, las citocalasinas, etc.) que a lo largo de todos estos afios de
estudio del citosqueleto nos han ayudado a conocer mas a fondo su estructura
y funcién.

Como se ha mencionado anteriormente, las vesiculas se encuentran
presentes en estas células en al menos dos compartimentos: a) el
compartimento de vesiculas listo para exocitar y, b) el compartimento de
vesiculas de reserva. El trafico de vesiculas entre estos dos compartimentos
estd sujeto a una regulacion muy fina puesto que existen evidencias
experimentales que han sugerido que la red de microfilamentos de F-actina
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juega un papel importante en esta regulacién (Vitale et al., 1995). Y debido a
que la mayoria de las vesiculas aparecen distanciadas de la membrana
plasmatica por la presencia de dicha red de actina, se ha relacionado
numerosas veces el papel de la F-actina como una barrera que impide el
acceso de las vesiculas secretoras a los sitios de exocitosis de la membrana
plasmatica (Aunis et al., 1987; Burgoyne y Cheek, 1987; Aunis y Bader, 1988;
Vitale et al., 1991).

Se han realizado estudios de microscopia de fluorescencia con
anticuerpos contra actina o con faloidina’ conjugada con rodamina en las
células cromafines, que mostraron que en condiciones basales la red cortical
de actina es densa y continua. Sin embargo bajo la estimulacién de la
secrecion de catecolaminas, bien por despolarizacion de la membrana como
por estimulacion del receptor nicotinico, se observa una alteracion de la
continuidad local y transitoria de la red cortical (Cheek y Burgoyne, 1986;
Lelkes et al., 1986) dando lugar a la formacion de zonas claras de actina
(Nakata y Hirokawa, 1992), a través de las cuales las vesiculas podrian ser
conducidas a la membrana plasmatica. Este desensamblaje de la F-actina
también tiene lugar en sinaptosomas estimulados por despolarizacion
(Bernstein y Bamburg, 1985). Unos minutos después de que el estimulo
secretor haya cesado la red de F-actina recupera su estructura en la regién
cortical de la célula cromafin. Por tanto la disgregacion de la red cortical de F-
actina y su reconstitucion responde a un fendmeno dinamico y ciclico que se
dispara durante la estimulacién celular.

Los activadores de la proteina quinasa C (PKC), como los ésteres de
forbol, producen un efecto similar al de la estimulacion, cuando esto ocurre los
filamentos de actina se reorganizan formando parches densos en la zona
cortical de la célula (Grant y Aunis, 1990). Este efecto viene acompafado por
un incremento en la respuesta secretora estimulada por Ca** en células
permeabilizadas (Bader y et al., 1986) y en células intactas (Vitale et al., 1992;
Gillis et al., 1996). A nivel ultraestructural esta activacion de la PKC por los
ésteres de forbol produce un incremento de la poblacion de vesiculas del
compertimento listo para secretar (Vitale et al., 1995) y la velocidad inicial de la
secrecion estimulada de forma continua o mediante pulsos despolarizantes con
59 mM de KCI (Gil et al., 2001a).

' La faloidina es una toxina producida por el hongo Amanita phalloides. Se une especificamente
a los filamentos de actina estabilizandolos de dos maneras: previniendo la disociacion de los
mondmeros y enlenteciendo su asociacion.
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4.1.1.- Descripcion de las proteinas que interaccionan con el
citosqueleto de F-actina

A) Proteinas de vinculacion del citosqueleto con las vesiculas

La interaccion de las vesiculas cromafines con los flamentos de actina se
realiza a través de una proteina de anclaje llamada a-actinina (Fowler y Pollard,
1982; Bader y Aunis, 1983) presente en la membrana de los granulos
cromafines (Jockusch et al., 1977). Su funcion en estas células no es clara pero
existen evidencias de que interacciona con rabfilina-3A, una proteina
dependiente de GTP (Kato et al., 1996) que es efectora de la GTPasa Rab3A.
La sobreexpresion de rabfilina-3A en estas células aumenta la secrecion
actuando por tanto como un regulador positivo (Chung et al., 1995). Se ha
postulado por ello que el complejo Rab3/rabfilina-3A podria estar participando
en funciones relacionadas con la organizacion del citosqueleto y el tréafico
vesicular en las etapas anteriones al atraque.

En neuronas, la interaccion vesicula-citosqueleto o vesicula-vesicula se
realiza a través de pequenas hebras proteicas de unos 30 nm de longitud
llamadas sinapsinas. La sinapsina es una fosfoproteina anclada en la
membrana de la vesicula sinaptica (Huttner et al., 1983), que rompe sus
anclajes de forma dependiente de calcio por procesos de fosforilacion proteica.

B) Proteinas que regulan el desensamblaje y la dinamica de los
filamentos de actina

El proceso por el cual se produce la disgregacién parcial de la red cortical
de actina estd promovido por el incremento de la [Ca®']. En las células
cromafines se han descrito tres proteinas que poseen propiedades comunes y
es que en presencia de un incremento de la [Ca®'] son capaces de
defragmentar la forma polimerizada de actina, éstas son: la cofilina, la gelsolina
y la escinderina. Sin embargo, la escinderina es la proteina que se ha
estudiado mas en profundidad y de la que hay una mayor evidencia de
implicacién en la exocitosis (Vitale et al., 1991).

La escinderina se encuentra presente en un gran numero de tejidos con
actividad secretora: las células cromafines, las células de la glandula pituitaria
anterior y posterior, las plaquetas, el cerebro, etc. Existen estudios de
inmunocitoquimica que indican que en condiciones basales la escinderina
(marcada con anticuerpos especificos) co-localiza con el anillo de la red cortical
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de actina (marcada con faloidina conjugada con rodamina). Adicionalmente,
cuando la célula es estimulada por despolarizacion con K* o con agonistas del
receptor nicotinico se produce una ruptura de la continuidad de los anillos de F-
actina y escinderina, lo cual sugiere que se produce una redistribucién de la
escinderina y una fragmentacion de la F-actina (Vitale et al., 1991). Este
proceso esta regulado positivamente por el Ca®* (Rodriguez del Castillo et al.,
1990) y negativamente por el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (Zhang et al., 1996)
y la fosfatidilserina. Sin embargo, cabe destacar que la escinderina también
posee un sitio de union de G-actina y presenta una actividad de polimerizacion
de la actina dependiente de Ca?* (Marcu et al., 1998).

C) Proteinas G unidas a la vesicula secretora

La posible implicacion de las proteinas G en la regulacion de la exocitosis
surgio a partir de observaciones realizadas con toxina pertusica que ribosilaban
de forma dependiente de ADP algunas proteinas asociadas a la membrana
granular de las células cromafines. La identidad de estas proteinas granulares
fue establecida por inmunodeteccion a partir de anticuerpos especificos.

De entre estas proteinas la familia de las proteinas Rho se ha relacionado
con la organizacion del citosqueleto. Rho procede de una superfamilia de
proteinas entre las que estan Ras, Rho, Rab y ARF. La familia de las proteinas
GTPasas Rho forman un subgrupo que comprende la Rho-A, Rho-B, Rho-C,
Rac1 y Rac2, entre otras (Symons, 1996). De todas ellas la proteina Rho-A es
la mejor caracterizada.

En la célula cromafin, mientras la vesicula esta vinculada al citosqueleto
de actina y antes de que se produzca el atraque a la membrana plasmatica, el
movimiento de la vesicula depende de la participacion conjunta de varias de
estas proteinas dependientes de GTP: G, trimérica, Rho-A y ARF6, (ver figura
5) que controlan la actividad de las proteinas diana claves para que se
produzca el atraque.

Existen evidencias de que la proteina G, ejerce un papel de control
negativo de la exocitosis, y actua regulando el desensamblaje parcial de la red
cortical de actina a través de una via efectora que envuelve la participacién
secuencial de las proteinas Rho-A y fosfatidilinositol 4-quinasa (PtdIins 4-
quinasa). La proteina PtdiIns 4-quinasa produce Ptdins-4-fosfato y a
continuacion éste es fosforilado por la proteina citosélica Ptdins 5-quinasa para
dar PtdIns-4,5-bisfosfato, que es un conocido regulador del citosqueleto de
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actina. En las células cromafines, el PtdIns-4,5-bisfosfato disminuye la actividad
de la escinderina. Por tanto, altos niveles de PtdIns-4,5-bisfosfato podrian
contribuir a la estabilizacion de la red cortical de actina y prevenir el atraque de
las vesiculas secretoras a los sitios activos de exocitosis situados en la
membrana plasmatica.

Durante la estimulacion, y la posterior elevacién de la [Ca®'];, se deberia
de requerir la inactivacion transitoria de Go,/Rho-A para que se produzca la
secrecion. Sin embargo, la inactivacion de Rho-A por la toxina C3 de
Clostridium botulinum no modifica la secrecién estimulada por los agonistas del
receptor nicotinico o la elevada concentracién de KCI (Gasman et al., 1999).

Otros estudios evidencian que la inactivacion transitoria de G, que sucede
durante la estimulacion desencadena la participacion de otra proteina
dependiente de GTP, el ARF6 (que procede de la familia ARF, factor de
ribosilacion dependiente de ADP) (Galas et al., 1997).

El ARF6 en condiciones basales se encuentra asociada a la membrana
de las vesiculas a través de su interaccion con subunidades GB. La inactivacion
de G, conlleva la reasociacién de las subunidades &, con B que dejan de ser
capaces de fijar el ARF6 a la membrana vesicular, por la que se transloca a la
membrana plasmatica de forma transitoria, evento que seria necesario para
que la exocitosis tenga lugar. Desde la membrana plasmatica, el ARF6 activa la
proteina lipasa D (PLD) asociada a la membrana plasmatica (Caumont et al.,
1998) que cataliza la hidrdlisis de la fosfatidilcolina para dar lugar al acido
fosfatidico (PA) y a la colina soluble. La funcién del PA, que determina un paso
clave en la exocitosis, no se conoce todavia, pero entre otras funciones podria
estar variando la composicién lipidica de la membrana plasmatica, alterando
por tanto las propiedades fisico-quimicas de la bicapa lipidica y favoreciendo la
fusion entre las capas que la forman como ultimo estadio en la exocitosis .

Existen evidencias de que el papel de las proteinas G sobre la exocitosis
propiamente dicha es llevado a cabo por otro miembro de la familia de las
proteinas Rho, el Cdc42. Existen estudios llevados a cabo en células
cromafines que emplean la toxina B de Clostridium difficile. Esta toxina inactiva
la proteina Cdc42 entre otras GTPasas y, en consonancia con estudios
realizados en otros modelos secretores, sugieren la participacion activa del
Cdc42 en la modificacion de la red cortical de actina para la exocitosis
(Gasman et al., 1999). EI mecanismo por el cual actua esta proteina no se
conoce todavia.
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Figura 5. Representacion esquematica de las proteinas de la membrana vesicular y de la
membrana plasmatica involucradas en la exocitosis regulada en las células cromafines.

4.1.2.- Proteinas motoras: descripcion de las miosinas no
convencionales

La superfamilia de las miosinas esta compuesta por 15 clases distintas de
moléculas. Una primera clasificacion las agrupa en miosinas convencionales y
miosinas no convencionales.

La miosina Il es la primera miosina convencional identificada en el
musculo, aunque también esta presente en células no musculares. Su
estructura y funcioén se explicaran mas detalladamente a continuacion.

En los ultimos afos ha habido un gran progreso en el estudio de las
miosinas no convencionales |, V y VI. En este sentido se han hallado
evidencias sobre la vinculacién de algunas miosinas no convencionales con
organelas que previamente se habia encontrado que se desplazaban a través
del sistema de microtubulos.
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La miosina | se ha encontrado relacionada con el proceso de endocitosis
en hepatocitos de raton (Raposo et al.,, 1999). No obstante existen isoformas
de miosina tipo | que se han localizado en las extensiones celulares ricas en F-
actina, como los pseudopodios, coronas macropinociticas y fagociticas y sitios
de contacto intercelulares (Coluccio et al., 1997) y a este nivel se ha
encontrado que podria participar en el mantenimiento de la tensién cortical. En
levaduras se ha visto que mutantes dobles de miosina | presentan una
disminucién notable de la tension cortical en las extensiones ricas en actina,
mientras que en células que sobre-expresan ligeramente una de las isoformas
produce un aumento de la tension cortical; lo cual podria ser debido, al menos
en parte, a la alteracion de la tension contractil generada por la miosina | en la
zona cortical (Dia et al., 1999).

La miosina lll se ha estudiado hasta el momento en células de la retina de
Drosophila melanogaster, y es una proteina unida a la calmodulina que
participa en la senalizacion de la fototransduccion.

La miosina V es la miosina sobre la cual se han hallado mas evidencias
en cuanto al transporte de organelas y vesiculas. Las primeras evidencias de la
implicacion de los motores de miosina en células secretoras vinieron de
estudios realizados con mutantes de levadura para la Myo2p, una clase de
miosina V (Johnson et al., 1991; Govindan et al.,, 1995). En un principio se
estudié en la formacion de vesiculas por gemaciéon en levaduras y en el
transporte de ARNm de largo recorrido (Pruyne et al., 1998; Bertrand et al.,
1998). Anos después fueron Wu y colaboradores quienes pusieron de
manifiesto la participacion de la miosina Va en el transporte de los
melanosomas (granulos que contienen los pigmentos melandforos) en los
melanocitos de ratdén. Por medio de la microscopia de luz transmitida, estos
autores emplearon una miosina Va silvestre y una variedad truncada llamada
dilute para estudiar este transporte. Esta miosina Va truncada recibe este
nombre debido a que los melanosomas no se distribuyen en la periferia celular
como ocurre en el animal silvestre, sino que lo hacen en la zona central de la
célula. Mediante esta técnica identificaron un movimiento lento y periférico de
los granulos en la célula, independiente de microtubulos, que resulté estar
ausente en los melanocitos con la construccién truncada de miosina Va. Lo
cual sugirié que los melanosomas eran transportados en la periferia celular por
esta proteina contractil (Wu et al., 1998). Otro hallazgo importante para la
elucidacién de la funcion de la miosina V en el transporte vesicular lo aport6 el
grupo de Langford en el modelo del axén del calamar gigante. Su estudio se
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inicio en el afio 1992 en el cual realizaron experimentos de movilidad vesicular
in vitro describiendo por primera vez el transporte vesicular a través de los
filamentos de actina (Kuznetsov et al., 1992). A este trabajo le sigui6 otro en el
que emplearon anticuerpos especificos anti-miosina V con los que inhibieron el
movimiento de vesiculas del reticulo endoplasmico (Tabb et al., 1998).

No obstante se han hallado pruebas que muestran la asociacion de
miosina V con dos proteinas de la membrana vesicular como son la
sinaptobrevina Il y sinaptofisina en neuronas de rata (Prekeris y Terrian, 1997).
Sin embargo aunque este trabajo no aporta pruebas funcionales que involucren
a la miosina V en el transporte vesicular, constituyé una base de gran interés
para trabajos que surgieron con posterioridad como el de Ruldinger y
colaboradores. Ellos aportaron pruebas de co-localizacién de la miosina Va con
granulos secretores en las células PC12 pero ademas realizaron ensayos
funcionales. Estudiaron la movilidad vesicular en células PC12 que sobre-
expresaban el fragmento C-terminal de la miosina Va truncada MCLT, que
actua como un potente inhibidor de la actividad de miosina Va (Wu et al.,
1998), donde encuentran una notable restriccion del movimiento de las
vesiculas hacia la zona subapical de la célula (Rudinger et al., 2003).

En cuanto a la miosina VI se la ha encontrado asociada a vesiculas
procedentes de aparato de Golgi (Buss et al., 1998); ademas de en la placa
cuticular asociada a los estereocilios de las células ciliares del oido interno,
donde podria tener un papel en el anclaje de la membrana plasmatica a la base
de cada estereocilio (Self et al., 1999). No obstante, se ha visto presente
también en el cinturon pericuticular de estas células, donde podria tener
funciones en las etapas endocitéticas, secretoras y/o en el reciclaje de
membranas (Hasson et al.,, 1997). Las mutaciones en esta miosina causa la
pérdida hereditaria de audicién. Pero la miosina VI no es la unica que tiene
importancia en la transduccion de la sefal mecanoeleléctrica en el oido interno,
también estan las miosinas 13, miosina Vlla y la miosina XV.

La miosina Vlla tiene un papel de conexion de los estereocilios
adyacentes entre si (Hasson et al., 1997; Metcalf, 1998). Asi mismo,
mutaciones en esta miosina causa la pérdida hereditaria de audicién, y también
la pérdida de vision puesto que participa en el transporte de opsina (que es la
molécula que da lugar a la rodopsina, el pigmento fotosensible involucrado en
la vision) produciendo el sindrome de Usher tipo 1B (Liu et al., 1999).
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La miosina XV, la mas novedosa entre las miosinas no convencionales,
también parece presentar una funcidon importante en la formacién vy
mantenimiento de la estructura estereociliar. Las mutaciones en el gen que la
codifica estan asociadas con la formacién de unos estereocilios anormalmente
cortos y una sordera congénita profunda.

Para el estudio de la actividad de la miosina se puede emplear un
compuesto organico conocido como 2,3-butanodiona monoxima (BDM), que es
un inhibidor relativamente selectivo que bloquea la actividad ATPasa de las
miosinas tanto convencionales como no convencionales (Herrmann et al.,
1992).

4.1.3.- La estructura y la funcién de la miosina Il

La miosina Il esta formada por dos cadenas pesadas de 200 kDa las
cuales dimerizan y se asocian covalentemente con cuatro cadenas ligeras: dos
cadenas ligeras esenciales (ELC, essential light chain) de 17 kDa y dos
cadenas ligeras reguladoras (RLC, regulatory light chain) de 20 kDa. Cada
cadena pesada posee un dominio globular que contiene los sitios de union a la
actina y al ATP, requeridos para su actividad ATPasa activada por actina
(figura 6B). Ademas posee un dominio intermedio que forma una hélice a
responsable de la dimerizacion de las cadenas pesadas, y un dominio carboxilo
terminal no helicoidal de aproximadamente 34 - 44 aminoacidos (figura 6A).
Las ELCs y RLCs, que son estructuralmente relacionadas con la proteina
calmodulina, se unen al dominio motor de la cadena pesada.

Bajo condiciones fisioldgicas la miosina Il puede adquirir dos
conformaciones relativamente estables. En la forma inactiva de la miosina Il las
cadenas RLC de cada cadena pesada interacciona con la otra cadena
manteniendo a la proteina en una conformaciéon plegada muy estable. En la
conformacién extendida la miosina Il es activa y puede combinarse con otras
moléculas de miosina, formar pequefios filamentos bipolares y tener una
funcién contractil.

El papel de la miosina Il como una proteina generadora de fuerza motriz
en la contraccion muscular se conoce bien (figura 6C). En las células no
musculares también se ha hallado una miosina Il que se conoce por el nombre
de no-muscular. Mucho de lo que se conoce acerca de esta miosina no-
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muscular es a través de estudios realizados en la miosina Il de la musculatura
lisa, con la cual guarda mucha analogia. Esta similitud se basa en que ambas
se activan por la fosforilacion en los sitios conservados de ambas RLCs, y en
que presentan actividades enzimaticas similares en numerosos tejidos
estudiados.

Regidn Cuello Cala en g e BN
cataliica MLCs hélice alfa %

-W‘i Disociacién del com plejo

actina-migsina

i %gﬁ%ﬁ#ﬂ

| Hidrdlisis de ATPy
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B ELC RLC "%

Mueva unidgn actina-miosina

-0

e ::I':_‘;-’ﬁiw-‘?

I Vuelta a su posicion original
y deslizamiento de la actina
_—

Sitio de unién 5 LVind Sitio de unidn del ATP
de la actina o
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Figura 6. La estructura y el ciclo contractil de la miosina Il. A. Esquema simplificado de la
miosina Il completa. B. Estructura 22 y 322 de la region catalitica y el cuello (incluyendo las
cadenas ligeras ELC y RLC). C. Ciclo contractil de asociacion-disociacién y deslizamiento del
complejo formado por actina y los filamentos cruzados de miosina en la musculatura lisa. En
primer lugar, se produce la captacion de una molécula de ATP por la miosina, lo cual conlleva a
la disociacion del complejo formado por actina y miosina. En segundo lugar, la hidrélisis de ATP
produce un cambio conformacional en la miosina. En esta nueva conformacién la miosina
presenta una gran afinidad por la actina, por lo que se forma una nueva unién actina-miosina.
Finalmente, esta unién hace que la miosina regrese a su conformacion original produciendo el
deslizamiento de la actina. La energia que activa este deslizamiento es la que se hallaba en
miosina gracias a la hidrdlisis de la molécula de ATP. Con el deslizamiento se liberan los
productos de esta hidrélisis que son ADP y fosfato intracelular.
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La secuencia de aminoacidos de la subunidad RLC de la miosina Il de la
musculatura lisa perteneciente a la especie Gallus gallus es la siguiente:

‘MSSKRAKAKTTKKRPQRATSNVFAMFDQSQIQEFKEAFNMIDQNRDGF
IDKEDLHDMLASMGKNPTDEYLEGMMSEAPGPINFTMFLTMFGEKLNGTDPE
DVIRNAFACFDEEASGFIHEDHLRELLTTMGDRFTDEEVDEMYREAPIDKKGN
FNYVEFTRILKHGAKDKDD” (Zavodny et al., 1988).

Los vertebrados expresan al menos dos isoformas de las cadenas
pesadas de miosina Il no-muscular, que son la miosina IlIA y la miosina IIB. La
mayor parte de los tejidos expresan las dos isoformas en proporciones muy
variables (Katsuragawa et al., 1989) y también depende del organismo. Por
ejemplo, las células del epitelio intestinal de pollo y las plaquetas de rata
expresan exclusivamente miosina IlA, en cambio en las neuronas la isoforma
mas abundante es la isoforma IIB (Takahashi et al., 1992). En cuanto a la
localizacion intracelular, se sabe que ambas isoformas co-localizan con las
fibras de estrés perinucleares y corticales. En este ultimo caso, se acumulan en
los lamelipodios donde su funcidn esta asociada fundamentalmente a la
migracion celular y a la formacion de los conos de crecimiento.

En las células cromafines existen algunas evidencias que implican a la
miosina Il en la secrecion. En este modelo neuroendocrino, el papel de la
quinasa que la activa (MLCK, myosin light chain kinase) es esencial en la
secrecion. Se han empleado varios agentes como la wortmanina®, y unos
compuestos derivados de las naftalen sulfonamidas, el ML-7 y el ML-9, que
inhiben esta MLCK por competir con el sitio de uniéon del ATP (Saitoh et al.,
1987). Estos compuestos redujeron notablemente la secrecion de las
catecolaminas en ensayos bioquimicos realizados en poblaciones de células
cromafines (Nakanishi et al., 1989; Reig et al., 1993; Ohara-Imaizumi et al.,
1992). Pero la selectividad de estos compuestos estda puesta en duda. La
wortmanina inhibe también la proteina fosfoinositol 3-quinasa, cuya
participacion en la secrecion de las células cromafines ha sido evidenciada

2 La wortmanina es un compuesto de origen natural que se obtiene del hongo Penicillium
fumiculosum.
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(Chasserot-Golaz et al., 1998). Por otro lado el ML-9 inhibe los canales de
calcio de tipo L con una ICsy de 50 uM (Reig et al., 1993), valor cercano a la
concentracion de inhibicion de la actividad de la MLCK con este inhibidor. No
obstante, existe otro compuesto, de origen peptidico llamado péptido P-18°,
que posee una afinidad elevada por la MLCK y la bloquea de manera muy
selectiva (Lukas et al., 1999).

En algunos sistemas neuronales existen evidencias sobre la funcién de la
miosina |l. En células de las raices dorsales de la médula espinal se ha
encontrado que la wortmanina produce la inhibicion de la liberacion de la
sustancia P (neurotransmisor que se almacena en vesiculas grandes y densas)
pero no del GABA o del glutamato (neurotransmisor que se almacena en
pequenas vesiculas y de baja densidad) (Suzuki et al., 1998). Adicionalmente,
en cultivos primarios de neuronas colinérgicas de los ganglios cervicales, la
liberacion de acetilcolina se inhibe completamente con anticuerpos antimiosina
II'y con la wortmanina (Mochida et al., 1994).

A) La activacion de la miosina || mediada por el calcio

Tanto la miosina Il de la musculatura lisa como la miosina |l no muscular
estdn reguladas principalmente por la fosforilacion/defosforilacion de sus
cadenas ligeras reguladoras (ver las revisiones Sellers, 1991 y Tan et al.,
1992). Las subunidades RLC son fosforiladas por varios sitios. Los residuos
treonina 18 y serina 19 de la RLC son los sitios responsables para la activacion
de la actividad motora de la miosina Il (Hartshorne, 1987; Adelstein y Sellers,
1987; Kamm y Stull, 1989).

La proteina quinasa que fosforila principalmente la subunidad RLC es la
quinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK).

El primer paso en la transduccién de la senal estimulatoria a la funcion
contractil de la miosina Il es la elevacion de la [Ca®']. El calcio se une a la
proteina calmodulina y el complejo formado por Ca?'/calmodulina activa la
proteina quinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK, myosin light chain
kinase). Esta quinasa fosforila los residuos treonina 18 y serina 19 activando la
actividad Mg?* - ATPasa activada por actina (Sellers et al., 1981; Ikebe y
Hartshorne, 1985; lkebe et al.,1986) y en las células de la musculatura lisa es
la que controla mayoritariamente los niveles de miosina Il fosforilada. Sin

3 El péptido P-18 inhibe la actividad de la MLCK con una ICs, de 50 nM, que es 4000 veces
inferior a la encontrada para la inhibiciéon de la CaMK-II (Lukas et al., 1999)
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embargo en las células no musculares, aunque la proteina MLCK es importante
para la fosforilacion de la miosina existen otras proteinas que regulan su
fosforilacién (Edelman et al., 1990; Amano et al., 1996; Komatsu y Hosoya,
1996).

La fosfatasa MLCP (myosin light chain phosphatase) conocida también
como SMPP-1M en células de la musculatura lisa y PP1 en ciertos modelos
secretores, como los mastocitos (Holst et al., 2002) actua defosforilando la
subunidad RLC en los aminoacidos treonina 18 y serina 19.

La proteina quinasa de tipo Il dependiente de Ca**/calmodulina (CaMK 1)
tiene un papel en la secrecion modulando la actividad de diversas enzimas,
como son: la tirosina hidroxilasa (que se encarga de catalizar la sintesis de L-
Dopa a partir de tirosina, y se activa por fosforilacion), el transportador SERCA
(Sumi et al., 1991) y la MLCK, que actua disminuyendo la sensibilidad por el
calcio en células musculares (Tansey et al., 1994).

La subunidad RLC se ha empleado como herramienta molecular para
estudiar la miosina Il en la mitosis y en la citoquinesis en un trabajo realizado
por Komatsu y colaboradores (2000) en las lineas celulares no musculares
COS-7 y NRK. En este trabajo obtuvieron una miosina Il no activa a partir de
una subunidad RLC de la musculatura lisa no fosforilable, la T18A/S19A RLC-
GFP. Para obtener esta quimera los autores sustituyeron los residuos de
treonina 18 y serina 19 de la RLC silvestre de la miosina Il de la musculatura
lisa por dos residuos de alanina, y a la region del terminal amino de la
construccion le afiadieron la GFP.

B) La activacion de la miosina Il independiente del calcio

No obstante existen mecanismos que regulan la actividad de la miosina Il
de la musculatura lisa y de la miosina Il no muscular que no dependen de la
sefal de calcio (Somlyo y Somlyo, 1994). Las proteinas G unidas a la
membrana vesicular, entre ellas la proteina Rho-A y su diana la proteina Rho-
quinasa (ROCK, es una serina/treonina quinasa), estan implicadas en
funciones fisioldgicas asociadas a los filamentos formados por el complejo
actina-miosina como el cambio en la morfologia celular, la motilidad celular, la
secrecion o la contraccion muscular.

Parte de esta activacién no mediada por el Ca** reside en la fosfatasa
MLCP. La MLCP es una proteina heterotrimérica, y esta presente tanto en
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células de la musculatura lisa como en células no musculares. Posee tres
subunidades: una con la propiedad de unirse a la miosina (llamada MBS), una
subunidad catalitica (llamada PP1cd) y una subunidad reguladora cuya funcién
se desconoce. La subunidad MBS es critica para que la subunidad catalitica
pueda funcionar. La actividad MBS esta regulada por fosforilaciéon por varias
proteinas quinasas, entre ellas la proteina quinasa de tipo A (PKA) y la proteina
ROCK (Ichikawa et al. 1996b; Ito et al. 1997; Totsukawa et al. 1999). La
fosforilacion de la MBS por estas quinasas produce una disminucion de la
actividad fosfatasa de la MLCP y por tanto aumenta el nivel de fosforilacion de
la miosina Il (Noda et al., 1995).

No obstante, existen evidencias muy recientes de que la quinasa ROCK
también actua fosforilando la subunidad RLC de la miosina Il en células 3T3 de
fibroblasto (Totsukawa et al., 2000) y en las células de la musculatura lisa
(Amano et al.,, 1996). En cuanto a las células secretoras existen evidencias
contradictorias. En plaquetas se ha descrito que la via Rho-A/ROCK participa
en la liberacion de serotonina (Morii et al., 1992), mientras que en las células
cromafines esta via no participa en la secrecion estimulada de las
catecolaminas (Gasman et al., 1999)

Pero la subunidad RLC también puede ser fosforilada en otros residuos
aminoacidicos. La proteina quinasa C (PKC) fosforila los aminoacidos serina 1,
serina 2 y treonina 9 de la RLC disminuyendo la actividad Mg?*-ATPasa
activada por la MLCK (lIkebe et al., 1986; Nishikawa et al., 1984; Bengur et al.,
1987). Ademas, la fosforilacion de la RLC por la PKC también disminuye la
velocidad con que la RLC es fosforilada por la MLCK (Nishikawa et al., 1984),
por lo que se ha sugerido que estas fosforilaciones catalizadas por la PKC son
para contrarrestar la activacion producida por la MLCK. No obstante, en
plaguetas se ha visto que el fragmento catatilico de la PKC, llamado PKM es
capaz de fosforilar la subunidad RLC por los sitios fosforilables por la PKC y la
MLCK (Naka et al., 1988) con una estequiometria mayor que la encontrada
para estas enzimas (Nakabayashi et al., 1991).
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Figura 7. Modelo de la via de activacion de la miosina Il a través de la cascada de
procesos dependientes e independientes de calcio. El proceso dependiente del calcio
implica que con el aumento de la concentracion de este i6bn se forme el complejo
Ca®*/calmodulina (indicado como Ca”*-CaM ) que activa la MLCK. Esta quinasa, a su vez
activa la miosina Il fosforilando su cadena ligera regulatoria (RLC). El proceso independiente
del calcio afecta a la defosforilacion de la RLC. La proteina Rho-quinasa (activada a través
de la GTPasa Rho-A de la membrana vesicular), favorece la activacion de la miosina Il y la
contraccion por dos vias: inactivando por fosforilacién la fosfatasa MLCP, y fosforilando la
RLC.

Las evidencias encontradas en relacion con la subunidad RLC de la
miosina Il hacen que sea la proteina candidata para regular la funciéon de la
miosina Il en los sistemas no musculares. Por esta razén, nos propusimos
estudiar mas a fondo su implicacién en una hipotética participacion en la
secrecion y en el transporte vesicular en la zona cortical de la célula cromafin,
abundante en actina filamentosa.
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4.2.- El sistema de microtubulos y sus motores moleculares

El sistema de los microtubulos en la mayoria de las células es
responsable del transporte intracelular de vesiculas y organelas, la separacién
de los cromosomas en la mitosis y el movimiento de batido de los cilios y los
flagelos.

Un microtubulo es un polimero lineal resultado del ensamblaje polar de
heterodimeros formados por las subunidades o y B-tubulina (ver la figura 8). Su
morfologia es tubular debido al ensamblaje de 13 heterodimeros que forman
una pared cilindrica, y es polar debido a la asociacién “cabeza-cola” de los
heterodimeros. De esta manera, se ha descrito que el extremo donde se
ensamblan las subunidades de tubulina es el positivo y el extremo opuesto es
el negativo.

b-tubulina a-ubulina

Figura 8. Estructura de los filamentos que forman el sistema de microtubulos.
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Existen una serie de sustancias, la mayoria procedentes de plantas,
capaces de interaccionar con los microtubulos y actuar como estabilizantes o
favorecer su despolimerizacién. Un ejemplo de agente estabilizante es el taxol,
también conocido como paclitaxel, que procede del arbol Taxus baccata. Entre
los agentes despolimerizantes encontramos la vinblastina, la vincamina y la
vincristina, alcaloides que se extraen de plantas del género Vinca (Jordan et al.,
1991, Jordan et al., 1998), y la colchicina, que se obtiene de la corteza del
Colchicum autumnale.

Los microtubulos sirven de railes para el transporte de organelas y se
encuentran organizados de una forma particular en el caso de células
polarizadas como las células neuronales y las células epiteliales. En el resto de
células los microtubulos se organizan de forma radial desde el centro de la
célula con los extremos positivos orientados hacia la periferia.

Las proteinas motoras vinculadas a este sistema citosqueletal son la
kinesina (Brady et al., 1985; Vale et al., 1985; Kuznetsov y Gelfand, 1986) y la
dineina citoplasmatica (Lye et al., 1987; Paschal et al., 1987). Ambas son
ATPasas que transforman la energia del ATP para generar una fuerza motriz a
lo largo de los microtubulos. Pero existen diferencias entre estas dos proteinas
motoras y es que mientras que la kinesina genera su fuerza motriz hacia el
extremo positivo, la dineina citoplasmatica lo hace hacia el extremo negativo.

Las kinesinas constituyen una gran familia de proteinas motoras
bioquimica y funcionalmente muy heterogénea. Algunas de estas kinesinas se
encuentran presentes en multiples tejidos participando en el ensamblaje del
huso mitético (Roof et al., 1992). En cambio otras kinesinas se han localizado
mayoritariamente en ciertos tejidos donde podrian desempefiar otras acciones
mas especificas. En este sentido algunas familias de kinesinas se han descrito
en el tejido nervioso (Brady et al., 1985; Vale et al.,, 1985a), en células
pigmentarias (Rodionov et al., 1991), pero también en sistemas secretores
como las células embrionarias de erizo de mar (Bi et al., 1997), las células j-
pancreaticas (Meng et al., 1997) y las células cromafines (Murofushi et al.,
1988).
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4.2.1.- Implicacion del sistema de microtubulos en el transporte
vesicular y en la secrecion

En los ultimos afios han surgido gran variedad de estudios que implican al
sistema de microtubulos y a su motor molecular kinesina como los
responsables del transporte axonal rapido de organelas entre las cuales se
encuentran precursores y vesiculas sinapticas (Brady et al., 1982; Vale et al.,
1985).

Las células cromafines poseen un sistema de microtubulos bien
desarrollado (Kotani et al., 1986), y se ha descrito que los granulos cromafines
aislados pueden moverse a lo largo de estos microtubulos en presencia de
kinesina exégena (Urrutia et al., 1991).

En las células B-pancreaticas la participacion de los microtubulos sobre el
transporte y el reclutamiento de poblaciones de vesiculas que contienen
insulina se ha estudiado mas en profundidad (Montague et al., 1975). De tal
forma, existen evidencias de que las kinesinas podrian estar interviniendo
directamente en este transporte. Por ejemplo, la supresion de la kinesina
convencional KIF5b con oligonucleétidos antisentido redujo la liberacidon de
insulina estimulada por glucosa en las células B-pancreaticas cultivadas (Meng
et al., 1997). En este mismo sentido se ha investigado recientemente el efecto
de una kinesina convencional en células B-pancreaticas clonales (Varadi et al.,
2002). Estos autores emplearon una construccién mutada nula de una kinesina
convencional y encontraron afectadas tanto la movilidad intracelular de los
granulos de insulina como la secrecion.
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4.2.2.- Los microtubulos y el citosqueleto de actina cooperan en el
transporte de organelas

Durante muchos anos se ha asumido que el sistema de microtubulos y el
citosqueleto de actina transportaban grupos distintos de vesiculas y organelas.
En cambio, surgieron ciertas evidencias que hicieron que esta idea empezara a
ser reemplazada por otra que contemplaba la posibilidad de que las mismas
organelas pudieran desplazarse a lo largo de ambos sistemas citosqueletales,
como si de una colaboracion se tratara.

Un ejemplo representativo de este tipo de colaboracion es el estudio del
transporte de los melanosomas en células pigmentarias dérmicas. Los
melandéforos, que son células presentes en la piel de ranas y peces, poseen
pigmentos almacenados en unos granulos llamados melanosomas que se
movilizan en el interior de la célula (agregacion o dispersion) en respuesta a un
estimulo hormonal. El transporte que guia su movimiento es producido por la
dineina y la kinesina Il (una kinesina convencional) especificamente, y que
ocurre de forma bidireccional a lo largo del citosqueleto de microtubulos de
estas células (Nilsson et al., 1997; Tuma et al., 1998). Poco tiempo después se
encontré que estos melanosomas también eran transportados a lo largo de los
filamentos de actina por la miosina V (Rodionov et al., 1998; Rogers y Gelfand,
1998). Pero este hecho no ocurre unicamente en los vertebrados inferiores. En
un trabajo realizado por Wu y colaboradores (1998) en melanocitos de ratén se
describié que los melanosomas se desplazaban de forma bidireccional a través
de microtubulos, y que en ausencia de la actividad de miosina V los
melanosomas eran incapaces de dispersarse o alcanzar la periferia celular.
Recientemente, en un estudio complementario Rogers y Gelfand (1998)
encontraron que los melanosomas podian moverse direccionalmente sobre
microtubulos y filamentos de actina, en ensayos realizados in vitro.

Otro trabajo interesante es el realizado por Bi y colaboradores (1997) en
células embrionarias de erizo de mar. Estos investigadores evidenciaron,
mediante el empleo del BDM (un inhibidor de la actividad de miosina) y de
anticuerpos contra la kinesina, que el transporte granular estaba sostenido por
dos etapas temporales secuenciales. Una primera etapa gobernada por el
sistema de microtubulos y una segunda etapa, mas cercana al proceso de la
exocitosis, guiada por filamentos de actina.

Tras estos trabajos, se propuso que de forma general el sistema de
microtubulos podia estar involucrado en un transporte de recorrido largo,
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mientras que los filamentos de actina participarian en un transporte de
recorrido corto.

Pero, ¢como es posible llevar a cabo el relevo en el transporte granular
desde un sistema de filamentos a otro independiente y de distinta naturaleza?

Para responder a esta pregunta Huang y colaboradores (1999)
demostraron, por las técnicas del doble hibrido en levadura y la
inmunoprecipitacién, que la miosina V y la kinesina convencional interaccionan
directamente. Lo cual sugiere la posibilidad de que los motores moleculares del
sistema de microtubulos y de la actina formen complejos motores
multifuncionales para el transporte de organelas a lo largo de ambos sistemas
citosqueletales.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Tratar de demostrar la influencia del citosqueleto celular en los
mecanismos de transporte vesicular y en la secrecion de catecolaminas en el
modelo neuroendocrino de la célula cromafin bovina. Para ello emplearemos
diferentes agentes inhibidores de la dinamica de los sistemas citosqueletales
de actina y de microtubulos, asi como herramientas basadas en técnicas de
biologia molecular. Este objetivo general se desarrollara cubriendo una serie de
objetivos mas especificos:

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar el efecto de los inhibidores de miosina en la secrecion de células
individuales permeabilizadas y en la movilidad vesicular de células
cromafines bovinas.

2. ldentificar los subtipos de miosina responsables del transporte vesicular
asociado a la secrecion en este modelo.

3. Comparar el efecto de los inhibidores de la dinamica de microtubulos con
los inhibidores de los filamentos de actina en la movilidad vesicular y en la
secrecion de células individuales intactas.
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4. Proponer un modelo de participacion de ambos tipos de sistemas
citosqueletales en el transporte vesicular en este modelo neuroendocrino.

5. Una vez identificado el subtipo de miosina responsable de la secrecion,
emplear la sobre-expresion de una isoforma no activa para estudiar su
participacion en el transporte vesicular y en la secrecién en las células
cromafines bovinas.
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1. EL PAPEL DE LA MIOSINA EN EL TRANSPORTE VESICULAR
DURANTE LA SECRECION DE LA CELULA CROMAFIN BOVINA

Anexo |

[The role of myosin in vesicle transport during bovine chromaffin cell
secretion. Patricia Neco, Anabel Gil, Maria Del Mar Francés, Salvador
Viniegra, Luis M. Gutiérrez. Biochem. J. (2002) 368, 405-413.]

En un trabajo publicado recientemente por nuestro laboratorio se mostré
que agentes activadores de la secreciéon como el PMA (un éster de forbol), la
caliculina-A (un inhibidor de fosfatasas) y la latrunculina-A (agente
desensamblante de la actina filamentosa) alteraban el citosqueleto de F-actina
(Gil et al., 2000). Sugiriéndose asi que podria ser éste su mecanismo de
accion, nos planteamos la hipotesis de que el citosqueleto podria modular el
tamafno de las poblaciones vesiculares del ciclo secretor y por lo tanto la
cinética de la exocitosis.

Tras este trabajo nuestro interés por el estudio del citosqueleto crecio, y
nos propusimos estudiar mas en detalle las bases del funcionamiento de los
filamentos de actina-miosina en relacién con la secrecién en nuestro modelo
neuroendocrino.

El primer objetivo que nos propusimos fue el de estudiar el motor
molecular vinculado a los filamentos de actina, que es la miosina, mediante dos
técnicas de alta resolucion como son la amperometria y la microscopia
confocal dinamica de fluorescencia. Para ello empleamos 3 uM de wortmanina,
20 mM de BDM y 1 yM de péptido P-18, agentes que inhiben la actividad de
miosina por diferentes mecanismos de accién, en células permeabilizadas
previamente con 1 yM de digitonina (un detergente que origina poros en la
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membrana). En células estimuladas por superfusién continua con una solucién
que contenia [Ca?'] libre 0,1 mM, estos reactivos redujeron el nimero de
fusiones exocitéticas a partir de los 5 - 10 s como se observa en los ejemplos
amperométricos (Fig. 1A). EI comportamiento secretor promedio proporcionado
por las integrales acumuladas de experimentos realizados en numerosas
células (entre 15 y 65) nos informa acerca de la afectacion de los componentes
cinéticos en cada condicion experimental (Fig. 1B). Claramente se observa que
estos inhibidores afectaron la secreciéon en un 55 —70 % con respecto a la
respuesta maxima.

Estas observaciones se reafirmaron al estudiar la capacidad de
reclutamiento vesicular por aplicacion de una estimulacion con pulsos multiples.
Esto ocurre asi puesto que con el primer pulso se merman las poblaciones
listas para secretar (es lo que se conoce como el componente inicial) y durante
los siguientes se van reclutando las vesiculas de liberaciéon intermedia y tardia
(que son reservorios intracelulares). El grado de inhibicién fue mas acusado a
partir del 3% pulso (Fig. 2) afectando a ambos componentes, el intermedio y el
tardio.

A continuacion se estudié el comportamiento in vivo de los granulos
cromafines en presencia de estos agentes. En el momento del ensayo
marcamos los granulos incubando las células con 4 yM de quinacrina durante
10 min (condiciones suficientes para que los granulos se visualicen por emision
de fluorescencia en el espectro del verde), y examinamos el marcaje por
microscopia confocal dinamica de fluorescencia en condiciones de no
estimulacién. Las imagenes confocales de 500 nm de grosor fueron tomadas
de secciones citoplasmicas centrales de las células, a una velocidad de 1
imagen/s. Algunos ejemplos de estas series temporales se pueden visualizar
para células controles, células tratadas con 3 uM de wortmanina y 20 mM de
BDM en los videos de la Diapositiva 1, Apéndice. En las figuras 3A y C se
muestran 6 imagenes, tomadas cada 10 s, que ejemplarizan la movilidad de los
granulos en las células controles y en las tratadas con un inhibidor de miosina.
En el caso control, los granulos se mueven a una velocidad alta, y esto se
traduce en que existe una gran probabilidad de que nuevos granulos visiten el
plano confocal. Este hecho es todavia mas notable cuando lo comparamos con
células tratadas con wortmanina, donde los granulos permanecen
practicamente inméviles y esta probabilidad queda muy reducida. Una manera
sencilla de cuantificar estas observaciones es midiendo la intensidad de la
fluorescencia en una zona de estudio (sefialada con un rectangulo). La
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intensidad de la fluorescencia del rectangulo se determiné durante el minuto de
registro (Fig. 3E). Para el caso control (linea continua) aparecen oscilaciones
con una frecuencia de 0,13 Hz y una amplitud media de 200 unidades
arbitrarias, que se corresponderia con la frecuencia de “visita” de la zona de
estudio por parte de uno o mas granulos. Esta variacion de la fluorescencia es
altamente superior a la observada tras el tratamiento con wortmanina (linea
discontinua) correspondiéndose con una escasa oscilacion de apenas 40
unidades de amplitud. Los resultados obtenidos son extensibles a otros
inhibidores de miosina como el BDM, ya que realizamos ensayos obteniendo
resultados similares. Dicho esto cabe resaltar que sorprendentemente entre las
células controles y las estimuladas con 59 mM de KCI no observamos
diferencias en cuanto a la movilidad vesicular, en concordancia con los
resultados expuestos por otros autores (Oheim y Stihmer, 2000).

Las observaciones anteriores también quedan patentes en granulos de la
periferia cortical, como se muestra en los ejemplos de la figura 4. Estas
imagenes se han adquirido en el plano confocal cortical superior para células
controles (Fig. 4A y B) y células tratadas con wortmanina (Fig. 4C y D) y BDM
(Fig. 4E y F). Las figuras 4A, C y E muestran los granulos al inicio de la serie
temporal, mientras que las figuras 4B, D y F muestran el promedio de las
imagenes que componen la serie. Como se puede observar, el numero de
granulos “visitantes” es notablemente menor tras el tratamiento de wortmanina
y de BDM. Estos resultados reafirman la idea de que los inhibidores de miosina
no solo inhiben la secrecion sino que disminuyen la movilidad de los granulos
citosélicos y corticales.

Los resultados presentados nos muestran que la miosina esta involucrada
en el ciclo secretor de la célula cromafin como se discutira mas adelante. Sin
embargo, llegado a este punto nos preguntamos de qué subtipo o subtipos de
miosina estamos hablando. Las imagenes de microscopia confocal que
obtuvimos tras marcar con anticuerpos especificos contra la miosina Il y contra
la miosina V nos muestran que ambos subtipos de miosina estan presentes
(Fig. 5). Ademas estas miosinas presentan una distribucion particular. La
miosina Il (en verde) se localiza preferentemente en la periferia (plano confocal
central de la célula, Fig. 5A), posiblemente asociada a la F-actina* cortical,
(plano confocal cortical superior, Fig. 5B), mientras que la miosina V (en verde)
abunda en el interior citosodlico (Fig.5C). No obstante, secciones confocales de

* La actina filamentosa la hemos marcado con faloidina conjugada con rodamina, que emite
fluorescencia en el espectro del color rojo.
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la periferia celular muestran que la miosina V también puede encontrarse
asociada a la F-actina cortical (Fig. 5D).

Para conocer cual de estos dos subtipos participa mas activamente en la
secrecion realizamos ensayos de cuantificacion de noradrenalina tritiada en
poblaciones celulares en presencia de los anticuerpos especificos. La
respuesta secretora neta se ha calculado de la siguiente manera:

(NA estimulada — NA basal) x 100 / NA basal

El anticuerpo contra miosina Il redujo la respuesta secretora neta en un
64 % con respecto al control (Fig. 6). Este efecto fue similar al producido por la
incubacién del BDM. EI anticuerpo contra miosina V también obtuvo una
respuesta inhibitoria con respecto al control, pero este resultado no es
estadisticamente significativo. Estos resultados indican por tanto que la miosina
Il tiene un papel preferencial en la regulacion de la secrecién posiblemente en
las proximidades de la membrana plasmatica, donde es especialmente
abundante.

Con estos resultados concluimos, que la miosina, el motor molecular de
los filamentos de actina-miosina, es una proteina cuya funcion es fundamental
en el transporte y reclutamiento de vesiculas para la secrecion regulada, y que
su subtipo Il aparece como especialmente involucrado en dichos procesos.
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2. PARTICIPACION DIFERENCIAL DE LOS SISTEMAS DE
TRANSPORTE VESICULAR BASADOS EN LA ACTINA Y LA
TUBULINA DURANTE LA SECRECION EN LAS CELULAS
CROMAFINES BOVINAS

Anexo Il

[Differential participation of actin- and tubulin-based vesicle transport
systems during secretion in bovine chromaffin cells. Patricia Neco, Daniel
Giner, Maria Del Mar Francés, Salvador Viniegra, Luis M. Gutiérrez. Eur.
J. Neurosc. (2003) 18(4):733-42.]

Una vez caracterizado el papel de la miosina, componente del sistema
citosqueletal de actina, en la secrecion de las células cromafines bovinas, nos
propusimos estudiar comparativamente dicho sistema con el constituido por los
microtubulos.

En primer lugar empleamos la técnica de amperometria para determinar la
secrecion de catecolaminas en presencia de varios inhibidores de la dinamica
de los filamentos de actina-miosina y de los microtubulos en células intactas
estimuladas por despolarizacién con 59 mM de KCI.

Los inhibidores de la F-actina y la miosina, faloidina y BDM afectaron la
secrecion de manera similar a como ocurri6 en el modelo de célula
permeabilizada (Fig. 1, Anexo |). En cambio los inhibidores de microtubulos,
vinblastina y taxol, produjeron una disminucién de la secrecién mas leve, entre
un 25 — 30 % como muestran las integrales de la corriente amperométrica de
numerosas células (entre 15 — 65) (Fig. 1B). Pero los efectos fueron mas
relevantes en cuanto a la alteracién de la cinética de secrecion. En este sentido
1 uM de faloidina y 20 mM de BDM disminuyeron las fusiones a partirde los 5 s
tras el estimulo secretor, alterando la liberacion de vesiculas del componente
inicial; en cambio 10 uM de vinblastina y 1 uM de taxol, lo hicieron a partir de
20 — 25 s (Fig. 1A y B), afectando solamente al componente secretor tardio, y
dejando integra la secrecion de las poblaciones vesiculares de liberacion rapida
e intermedia.

Estos efectos son reafirmados al estimular las células mediante pulsos
multiples despolarizantes con el fin de estudiar mejor estas diferencias. El
tratamiento con 10 uM de vinblastina en combinacién con 20 mM de BDM
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afectd al tren de estimulos en un 25 % en el 2° pulso, que fue incrementando
en los posteriores. En cambio, el efecto de 10 uM de vinblastina aparecié a
partir del 5° pulso, donde el nivel de secrecion alcanzé al obtenido con la
combinacion de los dos agentes. Claramente, este experimento demuestra que
el BDM afecta a las vesiculas de liberacion intermedia y rapida, a diferencia de
la vinblastina que impide la liberacién de las vesiculas procedentes de los
reservorios intracelulares de reclutamiento tardio.

Para determinar las posibles causas de este patrén diferencial de
respuesta secretora, investigamos la movilidad vesicular en diferentes regiones
de la célula por medio de la microscopia confocal dinamica de fluorescencia.
Para visualizar los granulos utilizamos 4 uM de quinacrina (verde) durante 10
min. Se tomaron series temporales de 60 imagenes adquiridas a 1 Hz, para
células controles y células tratadas con 1 uM de faloidina (de las cuales se
presentan sendos ejemplos en la Diapositiva 2, Apéndice). Las células tratadas
con faloidina presentaron una movilidad vesicular muy baja, en comparacién
con los controles, sobre todo en relacion con los granulos mejor observados,
que son los mas brillantes y los que presentan menor oscilacion puesto que
estan inmersos en el plano confocal estudiado. Esta movilidad la hemos
cuantificado de dos maneras. En primer lugar, por medicion de la intensidad de
la fluorescencia en una zona de estudio (Fig. 3E) de las células representadas
en las figuras 3B y D, que como se puede observar es muy oscilante para el
control y poco para la faloidina. En segundo lugar, midiendo el desplazamiento
en el plano x-y de numerosas vesiculas (86 — 135, en varias células) durante
un periodo de 20 s. De aqui obtuvimos que los granulos controles presentaban
un desplazamiento medio de 3,75 + 0,50 um/20 s mientras que en faloidina
s6lo 1,18 + 0,10 um/20 s, o sea 1/3 parte de la movilidad vesicular observada
en los controles (Fig. 3F). También se han realizado para las células tratadas
con 20 mM de BDM y obtuvimos 1,35 + 0,20 um/20 s para 108 granulos.

Una vez establecida la movilidad vesicular dependiente de la dinamica de
la miosina-actina, nos centramos en los microtubulos. Para ello empleamos
taxol conjugado con un fluoréforo que emite en el espectro de la rodamina. En
los videos de la Diapositiva 3, Apéndice se muestran ejemplos de células
tratadas con 1 uM de taxol y 10 uM de vinblastina. La mayoria de las células
presentaron un marcaje denso cerca del nucleo y casi ausente en la periferia
(Fig. 4). Este hecho explica por qué al medir la intensidad de fluorescencia y el
desplazamiento vesicular de las células tratadas con taxol (Fig. 4B y C)
obtuvimos diferentes resultados segun se tratara de la zona densa interna
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(regidén 1) o de la periférica (region 2). En la zona del marcaje denso con taxol
(el valor del desplazamiento x-y fue 1,6 + 0,2 um/20 s, para 67 granulos)
encontramos una restriccion del movimiento semejante al obtenido con la
faloidina y el BDM, mientras que en la zona periférica (3,9 + 0,2 um/20 s, para
97 granulos) el comportamiento de los granulos fue semejante al hallado en los
controles.

A continuaciéon, estudiamos por separado estas dos zonas que
interpretamos que son claves para el entendimiento de la funcién diferencial de
los microtubulos y el citosqueleto de actina. En primer lugar, examinamos el
interior citosolico en presencia de faloidina (Fig. 5A) y de taxol (Fig. 5B)
conjugados con sondas fluorescentes (en rojo), para senalar los filamentos de
actina y microtubulos, respectivamente. Encontramos unas estructuras
filamentosas, formando redes poligonales, revestidas de numerosos granulos
inmobilizados (en verde) como se muestra en la figura 5 (las series temporales
se presentan en los videos de la Dipositiva 4, Apéndice). En segundo lugar,
investigamos la zona cortical tomando series temporales de secciones
confocales de la periferia superior celular con los mismos agentes no marcados
(Fig. 6 y Diapositiva 5, Apéndice). En la mayoria de los casos existian algunos
granulos inmoviles, que probablemente sean granulos atracados a la
membrana plasmatica. Analizamos las imagenes estimando las vesiculas
“visitantes” de la seccién de estudio, que fue del 40 % para los controles y del
42 % para el taxol. El tratamiento con faloidina produjo una restriccion de la
movilidad vesicular (8 % de granulos “visitantes”).

Este comportamiento tan particular de la faloidina sobre la movilidad de
los granulos corticales tiene una causa estructural. En la figura 7 se muestran
imagenes confocales tomadas desde la zona mas periférica hasta el interior,
con una intervalo de 200 nm entre secciones. En rojo vemos marcada la red
citosqueletal con 1 uM de faloidina conjugada con rodamina. Como se puede
observar la red posee una arquitectura muy compleja, de nuevo se observan
estructuras cerradas, en este caso anulares que dan a entender ser tubos
orientados hacia la membrana plasmatica. En intima asociacion a estas
estructuras tubulares se observan numerosos granulos (en verde), que
aparecen inmovilizados. Este ensayo lo hemos repetido para el taxol conjugado
con Bodipy 564/570, pero en este caso observamos una arquitectura cortical
muy diferente. En las secciones mas periféricas observamos un marcaje mas
bien punteado y poco denso donde las vesiculas ocupan los espacios vacios
(Fig. 8A). En cambio, en las zonas del interior (Fig. 8C y D) forman estructuras
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poligonales mayores y mas densas, sobre las cuales aparecen unidos algunos
granulos.

En conjunto estos estudios indican que en el interior del citosol de las
células cromafines, los sistemas de transporte basados en F-actina y
microtubulos cooperan favoreciendo el desplazamiento vesicular. En cambio,
en la periferia celular el citosqueleto denso de F-actina domina el transporte
vesicular mas intimamente asociado a la liberacion de los componentes rapidos
por exocitosis.
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3. LA MIOSINA Il DURANTE EL TRANSPORTE VESICULAR Y LA
FUSION EN CELULAS CROMAFINES

Anexo lll

[New roles of myosin Il during the vesicle transport and fusion in
chromaffin cells. Patricia Neco, Daniel Giner, Salvador Viniegra, Ricardo
Borges, Alvaro Villarroel and Luis M. Gutiérrez. Enviado a publicacion.]

De los resultados anteriores concluimos que el sistema de microtubulos
participaba en el transporte de las vesiculas en el citosol, mientras que los
filamentos de actina-miosina se encargaban del transporte en el citosol y en la
zona cortical, cuya funcion es esencial para la secrecion regulada. También
hemos resuelto que entre los dos subtipos de miosina, hasta ahora descritos en
las células cromafines, la miosina Il tiene un papel preferencial en la secrecion
con respecto a la miosina V. Igualmente, la distribucion preferencial de la
miosina Il en la periferia celular hace de ésta la proteina candidata para definir
los efectos encontrados con los inhibidores de la actividad de miosina en la
secrecion de las vesiculas procedentes de etapas cercanas a la fusion.

Por todo ello nos propusimos estudiar mas a fondo la implicaciéon de la
miosina Il en el ciclo secretor. En primer lugar preparamos construcciones
fluorescentes basadas en la subunidad reguladora de la miosina Il (RLC)
unidas en su terminal amino a una proteina emisora de fluorescencia verde
(GFP). De esta manera obtuvimos una construccion RLC-GFP silvestre, y otra
basada en una RLC con una doble mutacién que afectdé a los residuos de
treonina 18 y serina 19. Estos residuos fueron sustituidos por dos residuos de
alanina, dando lugar a una RLC no fosforilable (T18A-S19A RLC-GFP,
Komatsu et al., 2000). Las construcciones fueron expresadas en las células
cromafines por medio de un sistema de infeccion viral, a través del cual
obtuvimos un porcentaje bastante aceptable de expresion (10 — 15 % de las
células cultivadas). El estudio del marcaje celular por microscopia confocal
mostré que ambas construcciones presentaban un patréon de distribucion
similar, el cual era muy abundante en el nucleo y en la periferia celular, y en
cuanto al citoplasma presentaba una morfologia filamentosa (Fig. 1A y B). Este
marcaje co-localizé perfectamente con el marcaje procedente de la miosina |l
no muscular cuando se trataron las células previamente fijadas vy
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permeabilizadas con anticuerpos especificos (Fig. 1C - E). En cuanto a la
intensidad de la expresion de ambas construcciones, en las células infectadas
obtuvimos valores muy similares al medir la intensidad de fluorescencia en el
citosol celular (103 + 12 u.a. en 5 células que expresaban RLC-GFP silvestre,
y 101 £ 10 u.a. en 7 células que expresaban T18A/S19A RLC-GFP).

Ante la pregunta de si la sobre-expresion de estas proteinas quimeras
afectaran o no al transporte vesicular y a la secrecién, realizamos diferentes
experimentos empleando las técnicas conocidas en nuestro laboratorio y ya
comentadas en los trabajos anteriores.

Por microscopia confocal dinamica tomamos series temporales del
movimiento vesicular (granulos marcados con quinacrina) a 1 Hz durante 1 min.
La expresiéon de T18A/S19A RLC-GFP produjo restriccion de la movilidad
vesicular mientras que con las vesiculas procedentes de las células que
expresaban la RLC-GFP silvestre tenian un movimiento semejante a los
controles no infectados (videos de la Diapositiva 6, Apéndice). Las figuras 2A 'y
C muestran imagenes tomadas con intervalos de 10 s, y en las figuras 2B y D
aparece el promedio de las 60 imagenes de la serie temporal, para la
construccion silvestre y la no fosforilable, respectivamente. La fluctuacion de la
fluorescencia en una zona de medicidon establecida fue muy elevada para la
construccion silvestre (similar a la obtenida en controles no infectados en el
Anexo |, Fig. 3A y E) y mucho menor para la construccién no fosforilable. La
cuantificacion de este movimiento la obtuvimos mediante el célculo del
desplazamiento cuadratico medio (MSD) para cada intervalo de tiempo, tras la
obtencién de las coordenadas x-y de las vesiculas que permanecieron en el
plano confocal durante mas de 10 s con ambas construcciones (ejemplos
mostrados en las Fig. 3A y B). La ventaja de este calculo es que si suponemos
que las particulas se desplazan con un coeficiente de difusidon simple entonces
la representacion del MSD frente al intervalo de tiempo (At) es lineal y la
pendiente procedente del ajuste equivale a 4 x D (siendo D el coeficiente de
difusién). Nosotros hemos asumido esa condicion y con la finalidad de hallar el
valor de D, en la figura 3C hemos representado el promedio del MSD frente al
At para cada condicion y lo hemos ajustado linealmente. El coeficiente de
difusion correspondiente a 48 vesiculas de células que expresaban RLC-GFP
silvestre fue de 10,1 £ 1 x 10 um?%/s (similar a los controles no infectados que
fue 8,68 + 0,99 x 10° um?s) frente al coeficiente de 44 vesiculas de células
que expresaban T18A/S19A RLC-GFP que fue 0,32 + 0,02 x 10 um?s (treinta
veces menor). Este valor fue similar al obtenido en células tratadas con 1 uM
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de faloidina (0,24 + 0,01 x 10° um?s) e incluso inferior que con el tratamiento
del inhibidor de la ATPasa de la miosina BDM a 20 mM de concentracion, que
fue de 1,23 + 0,03 x 10 pm?/s.

A continuacion procedimos a estudiar la secrecion estimulada por distintos
secretagogos mediante la deteccion de las catecolaminas por amperometria.
Tanto en la estimulacion con 59 mM de KCI como con 5 mM de BaCl,, las
células cromafines que expresaban la RLC no fosforilable redujeron de manera
significativa el numero de vesiculas secretadas durante el minuto de registro en
un 40 % y un 55 %, respectivamente. El efecto de esta construccion sobre la
secrecion de las catecolaminas durante los primeros 10 s fue también muy
claro, lo cual nos indica una posible afectacion de no sélo de las fases tardias,
sino también de los componentes mas rapidos.

Estos experimentos los observamos mas claramente al medir la secrecion
estimulada por el aumento rapido del calcio intracelular. Las células fueron
tratadas con un compuesto liberador de Ca®" por fotolisis, el orto-nitrofenil
EGTA-AM, y luego fueron sometidas a un haz de luz ultravioleta de elevada
intensidad durante 5 ms. En este tiempo conseguimos un rapido incremento de
la [Ca*?],, equivalente a 0,9 + 0,4 uM (valores obtenidos empleando Fura 2-
AM). Este efecto produjo a su vez la exocitosis rapida de vesiculas en las
células que expresaban RLC-GFP (ver ejemplos de la Fig. 6A). En el caso de la
RLC no fosforilable, se evidencié una notable inhibicion de esta secrecién
rapida (ver ejemplo de la Fig. 6A y la corriente integrada de la Fig. 6B) llegando
a ser del orden del 50 — 55 %. Adicionalmente, hemos medido la pendiente
durante los 5 primeros segundos tras el estimulo, encontrando que la velocidad
de secrecion disminuyo6 del 8,54 + 0,12 pC/s en presencia de la RLC-GFP, al
3,91 + 0,13 pC/s en presencia del T18A/S19A RLC-GFP.

Las caracteristicas cinéticas de las fusiones exocitéticas fueron
estudiadas en detalle a través del analisis de los picos o espigas de secrecion
amperométrica en células infectadas estimuladas con BaCl,. Este secretagogo
tiene la propiedad de producir una secrecién lenta de las catecolaminas, lo que
permite obtener espigas aisladas faciles de estudiar. Los parametros que
hemos determinado son la amplitud maxima (Imax), la carga (Q), el tiempo
medio (t12) y el tiempo al pico (tp), (Segura et al., 2000). Las células no
infectadas y las células que sobre-expresaban la RLC-GFP silvestre
presentaron un patrén cinético de las espigas amperomeétricas muy similar, (ver
Fig. 7 y Tabla I). Por el contrario, los picos de las células que sobre-expresaron
la construccién no fosforilable de RLC presentaron una cinética enlentecida.
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Comparando los valores con los de los controles arriba mencionados, las
espigas fueron menores de tamafo, pero mas anchas y tardaron mas tiempo
en alcanzar la amplitud maxima (Fig. 7A, C y D, respectivamente). Sin
embargo, la carga o el contenido de las catecolaminas secretado fue
equivalente (Fig. 7B). Estos datos fueron obtenidos tomando como controles
las células no infectadas y las células que sobre-expresaron la subunidad
silvestre de RLC-GFP, la cual nos sirvidé para validar nuestros resultados. Tras
el tratamiento de células controles con 20 mM de BDM obtuvimos valores
similares (Tabla I), lo cual aporta un dato adicional sobre el enlentecimiento de
la cinética de fusidn de las vesiculas ante la falta de actividad de la miosina.

Este conjunto de resultados indica que la forma no fosforilable de la
miosina Il ademas de afectar al transporte de vesiculas, altera las propiedades
de la fusion de vesiculas individuales y ello sugiere la participaciéon de la
miosina Il en el proceso final de la fusidn vesicular.
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DISCUSION

1. Participacién del binomio actina-miosina en la secrecién y en
el transporte citosélico

Durante la década de los ochenta se encontraron evidencias de que la red
cortical de F-actina, en las células cromafines, constituia una barrera de
exclusién de las vesiculas hasta su lugar de anclaje en la membrana
plasmatica (Perrin y Aunis, 1985). Tras la llegada del estimulo a estas células,
el calcio que entra por los canales de calcio dependientes de voltaje produce
una fragmentacion transitoria de esta red de F-actina (Cheek y Burgoyne,
1986) permitiendo el acceso de las vesiculas a las inmediaciones de la
membrana plasmatica. Se defiende, por tanto que la barrera cortical de actina
ejerce un papel totalmente pasivo evitando el acercamiento de las vesiculas a
las inmediaciones de la membrana plasmatica.

Sin embargo, en un sistema tan organizado y regulado como es la
maquinaria exocitética celular nos hacemos la siguiente pregunta: ;los
granulos difunden a través del citosol hasta que son capturados cerca del sitio
de liberacion, o por el contrario existe un sistema de transporte activo que los
dirige hacia esos sitios?

El conjunto del trabajo que se recoge en esta tesis se ha disefiado para
responder a esta pregunta y evaluar la relevancia de los componentes
citosqueletales en el transporte vesicular y en la actividad secretora de la célula
cromafin bovina.

El estudio de la miosina, proteina motora del citosqueleto de actina, en la
secrecion de este modelo neuroendocrino no es nuevo. En primer lugar,
algunos trabajos muestran que la actividad de la miosina aparece regulada por
un mecanismo de fosforilacion-defosforilacion proteica que ocurre de forma
paralela a la secrecion (Co6té et al., 1986; Gutiérrez et al., 1989). En segundo
lugar, existen trabajos realizados, sobre principios de la década de los noventa,
en poblaciones de células cromafines permeabilizadas que mostraron que la
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miosina estaba involucrada en la secrecién (Nakanishi et al., 1989; Ohara-
Imaizumi et al., 1992; Reig et al., 1993). En estos trabajos se emplearon
inhibidores de la MLCK (la quinasa dependiente de Ca*‘/calmodulina que
regula las interacciones miosina-actina), como la wortmanina y el ML-9, es una
naftalensulfonamida.

Lo que si permanece desconocido es la participacion especifica de la
miosina en las distintas etapas del ciclo secretor. En este trabajo hemos
evaluado la respuesta secretora y la movilidad vesicular en diferentes
condiciones de ensayo a nivel de célula unica y mediante dos técnicas
vanguardistas, la amperometria y la microscopia confocal dinamica de
fluorescencia.

El empleo de inhibidores de la actividad de miosina tales como
wortmanina, BDM (Herrmann et al., 1992) y el péptido P-18, un péptido
sintético que inhibe con mayor selectividad la actividad de MLCK (Lukas et al.,
1999), afecté notablemente la secrecion de células cromafines permeabilizadas
a partir de los 10 — 15 s de estimulacion continua con calcio (Fig. 1, Anexo I).
Estos resultados fueron concordes con los obtenidos por estimulacién mediante
pulsos de calcio, cuyo objetivo fue el depletar las vesiculas maduras y
promover a la vez el reclutamiento de nuevas vesiculas procedentes de
estadios anteriores en el ciclo secretor (Fig. 2, Anexo ).

En las células cromafines, la poblacion de vesiculas listas para exocitar se
reponen con una constante de tiempo de sélo 10 s (Moser y Neher, 1997), las
vesiculas atracadas no preparadas (etapa que depende del ATP) lo hacen
entre los 10 y los 30 s (Gil et al., 1999; Parsons et al., 1995) y la movilizacién
de las vesiculas que constituyen la poblacion de reserva ocurre a partir de los
30 - 40 s. Por tanto estos resultados sostienen firmemente la participacion de la
miosina en la secrecién de las vesiculas que se liberan desde las etapas
intermedias y las tardias de la secrecidn, afectando sobre todo a la movilizacién
a partir de los reservorios intracelulares. Como la MLCK es regulada por la
Ca®*/calmodulina, esta enzima proporciona un vinculo critico entre la elevacion
del [Ca®']i que promueve la fusidn de las vesiculas, y el reemplazo de éstas por
las vesiculas que constituyen los reservorios intracelulares. Estos resultados
estan en consonancia con los obtenidos en neuronas respecto al posible papel
de la miosina en secrecion (Ryan, 1999).
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Dentro del tema de estudio de la movilidad vesicular, en modelos
secretores existen trabajos realizados por grupos prestigiosos en el campo de
la exocitosis (Steyer y Almers, 1999; Lang et al., 2000; Oheim y Stihmer, 2000;
Johns et al,. 2001). Estos grupos emplearon la técnica de microscopia de
reflexion total de fluorescencia (TIRFM) que crea una luz evanescente de
excitacion en el citosol de la célula situada sobre la superficie reflectante. Esta
técnica permite hacer un seguimiento en tiempo real en las tres dimensiones
del espacio de los granulos marcados con sondas fluorescentes. Estas sondas
pueden ser la quinacrina, la naranja de acridina, y la sobre-expresién de
quimeras de proteinas de la membrana granular con proteinas GFP. La
posicién axial de los granulos se obtiene debido a que la intensidad de la luz
evanescente disminuye hacia el interior de la célula llegando a ser critica a
partir de los 140 6 600 nm desde la membrana plasmatica adherida al
portaobjetos reflectante (Steyer y Almers, 1999; Oheim y Stihmer, 2000).
Logicamente la desventaja que se presenta es ésta, el seguimiento del granulo
debe limitarse a esta dimension. Pero sin duda esta técnica permite visualizar
los procesos que ocurren en la cercania de la membrana plasmatica tales
como el atraque y la fusion.

Nosotros hemos empleado la técnica de microscopia confocal dinamica
de fluorescencia para obtener una visién global de la movilidad vesicular en el
citoplasma, desde las zonas mas internas, donde las vesiculas son
sintetizadas, hasta las zonas mas periféricas, donde las vesiculas se acumulan
formando reservorios para la secrecién. La forma de los granulos marcados
con quinacrina es esférica y su tamafo aparente se encuentra en el rango de
los 200 a los 350 nm de diametro, datos que se corresponden, con los tamanos
de los granulos cromafines (Ornberg et al., 1995). El estudio de la movilidad
granular se realizé a partir de células controles sin tratamiento o tratadas con
los agentes de estudio en condiciones de no estimulaciéon. En este sentido
hemos de decir que en consonancia con otros autores de forma sorprendente
no hemos encontrado diferencias en la movilidad vesicular en presencia y
ausencia de estimulacién (Oheim y Stihmer, 2000).

Las células controles sin tratamiento presentaron una gran movilidad
vesicular, equivalente a una elevada oscilacion en la intensidad de
fluorescencia en la zona de medicion (Fig. 3, Anexo |). Algunos de estos
granulos desapareceron del plano confocal z (estimado en 500 nm) al cabo de
varios segundos, entre 3 - 4 segundos de promedio. Por el contrario, las células
tratadas con wortmanina y BDM presentaron un comportamiento dinamico de
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sus granulos muy inferior, caracterizandose por una elevada restriccion del
movimiento, que fue observada en todo el citoplasma celular. Este
comportamiento particular tiene lugar ademas en la periferia celular, cerca de la
membrana plasmatica (Fig. 4, Anexo 1), donde los inhibidores de miosina
también redujeron la movilidad vesicular y con ello el numero de granulos que
“visitaron” esta zona posiblemente para atracarse. Estos resultados estan en
consonancia con los obtenidos mediante la técnica de TIRFM en células
cromafines y en células PC12 (Lang et al., 2000; Oheim y Stihmer, 2000).

Esta baja movilidad sugiere que el sistema de transporte dependiente de
miosina sostiene el dinamismo intrinseco de los granulos en las células
cromafines bovinas, lo cual podria explicar el notable efecto de estos
inhibidores en la secrecion amperométrica descrita anteriormente.

2. El transporte de los granulos cromafines esta mediado por
los filamentos de actina-miosina y el sistema de microtubulos
en etapas secuenciales

Los resultados discutidos anteriormente fueron obtenidos en células
cromafines permeabilizadas. Este modelo de trabajo presenta una gran ventaja
en relacion al control que se tiene sobre la concentracion del calcio intracelular
durante el periodo de registro. De esta manera nos permite estudiar las etapas
del ciclo secretor en si, eliminando toda participacion de canales o receptores
de membranas, cuya actividad pudiera estar afectada por los agentes de
estudio. Pero este modelo presenta dos desventajas que son suplidas con el
trabajo en células intactas. La primera de ellas, es que la secrecién en
promedio es inferior debido a que se diluyen algunos factores intracelulares
solubles necesarios para la exocitosis y el transporte, como el ATP (la propia
miosina necesita del ATP para su actividad). Otra desventaja es que es un
modelo de trabajo mas alejado del fisiologico que el que constituirian las
células cultivadas intactas.

En este trabajo aportamos evidencias que, en adicidn a las anteriores,
demuestran la participacion del sistema citosqueletal constituido por actina-
miosina en la secrecidn y en el transporte vesicular. Asi lo indican los
resultados obtenidos con el empleo de faloidina y BDM sobre la secrecion
amperomeétrica estimulada por despolarizacién y sobre la movilidad vesicular.
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Las etapas que son afectadas de forma mas notable con estos agentes son las
rapidas. Este efecto se observa muy claro, sobre todo cuando es comparado
con el producido por los agentes que inhiben la dinamica de los microtubulos,
en los experimentos de secrecidon por estimulacion continua o en los de
multiples pulsos (Fig. 1 y 2, Anexo Il). Estos resultados confirman la hipotesis
sobre el papel fundamental del citosqueleto de actina-miosina de proporcionar,
mediante el transporte, vesiculas desde los compartimentos de reserva, de
forma similar a como ocurre en modelos neuronales (Mochida et al., 1994;
Ryan, 1999).

Con objeto de estudiar la implicacion de la miosina en las etapas rapidas
de la cascada exocitética, realizamos un experimento adicional en el que
combinamos la actividad proteolitica de la neurotoxina botulinica A (BoONT A)
con el BDM. Un trabajo publicado recientemente por nuestro grupo con esta
toxina en células cromafines sugiri6 que la accién proteolitica del BoNT A a 1
nM de concentracién afecta al atraque vesicular en las células cromafines (Gil
et al., 1999). Tanto la BoNT A, como la combinacion de esta toxina con el BDM
(20 mM) redujeron el numero de espigas amperométricas desde los 5 s de
estimulo por despolarizacion en las células cromafines bovinas (Fig. 1A).

Sin embargo, como se muestra en la grafica de los promedios de las
corrientes acumulativas de secrecién de 13 a 18 células, la combinacién de los
dos agentes produjo una afectacién de la secrecién superior a la de la toxina
BoNT A sola, afectando sobre todo a la etapa rapida (Fig.1B). Estos resultados
muestran la participacion del BDM bloqueando parte de la corriente secretora
resistente a la toxina BONT A. Puesto que se ha sugerido que la toxina BoNT A
a la concentracién empleada afecta a la formaciéon del complejo SNARE que
tiene lugar durante la fase de atraque, la diana del BDM que es la miosina,
podria estar afectando a las etapas del ciclo secretor posteriores al atraque.
Estos resultados aportan, claramente, una prueba mas de la participacion de la
miosina en las etapas rapidas de la secrecidon, que sin duda seria muy
interesante estudiar con detenimiento.

81



Discusion

CONTROL
120 —— CONTROL 59 mM KCI
—-- 1nMBONTA
100 === 1 nM BoNTA + 20 mM BDM
1 nM BoNTA

50 pA

108

A Al

1 nM BoNTA + 20 mM BDM

INTEGRAL DE CORRIENTE NORMALIZADA

| .II X Jl. ll.

L TIEMPO (S)

Figura 1. El BDM inhibe parte de la corriente resistente a la neurotoxina BoNT A. Los experimentos de
amperometria de fibra de carbono se realizaron en células controles, células tratadas con 1 nM de BoNT Ay
células tratadas con 1 nM de BoNT A y 20 mM de BDM de concentraciéon. La BoNT A se incubé durante 24 h
en medio de baja fuerza idnica, constituido por (en mM): NaCl, 5; KCI, 4.8; CaCl,, 2.2; MgSQOs, 1.2, hepes, 20;
glucosa, 5.6; sacarosa, 220; KH,PO4. 1.2; y 0.5 % de BSA, ajustado a pH 7.4; al igual que los controles pero
en ausencia de la neurotoxina. El medio fue reemplazado por DMEM enriquecido con 10 % de BSA, 10 uM de
arabindsido de citosina, 10 uM de 5-fluoro-2’-deoxiuridina, 50 IU/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina
durante 24 h mas para la recuperacion de las células. El BDM se incubé durante 15 min en medio DMEM
enriquecido fresco. A) Ejemplos amperométricos de secrecion. Ejemplos de registros amperométricos
obtenidos a partir de células controles sin tratamiento, células tratadas con BoNT A y células tratadas con
BoNT A y BDM, estimuladas durante 60 s por despolarizaciéon con una soluciéon que contenia 59 mM de KCI
(procedimientos de estimulacién y registro descritos en el apartado “Materials and Methods”, Anexo II) B)
Integrales acumulativas. Las corrientes amperométricas fueron integradas, promediadas y normalizadas a
partir de células controles (n=18, linea continua), células tratadas con 1 nM de BoNT A (n=14, linea
discontinua mixta), tratadas con 1 nM de BoNT A y 20 mM de BDM (n=13, linea punteada). Los valores
absolutos de corriente (media + ESM) obtenidos al minuto de iniciarse el estimulo fueron 154 + 19 (control), 82
+ 13 (1 nM de BoNT A) y 58 + 9 (1 nM de BoNT A y 20mM de BDM). La estadistica mostré diferencias
significativas entre tratados y controles con un p<0.01 para 1 nM de BoNT A y p<0.0005 para 1 nM de BoNT A
con 20 mM de BDM.
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Por el contrario, el empleo de inhibidores de la dinamica de microtubulos,
que actuan por mecanismos de accién diferentes, tales como vinblastina y
taxol, lejos de afectar las etapas rapidas redujeron mas bien la secrecion tardia.
Estos compuestos redujeron el numero de fusiones de forma notable a partir de
los 25 — 30 s de comenzar el estimulo continuo (Fig. 1, Anexo Il), y en los
ultimos pulsos en la estimulacion repetitiva (Fig. 2, Anexo Il). Esto indica que
las vesiculas, cuyo reclutamiento se encuentra impedido por estos agentes,
proceden de poblaciones vesiculares de secrecién tardia y en todo caso
pertenecientes a las etapas anteriores al atraque vesicular. Como es de
esperar, la combinacion de ambos tipos de agentes, tales como el empleo de la
vinblastina y el BDM, produjo un efecto inhibitorio mayor de la secrecion
evocada en presencia solo de vinblastina, lo cual es consistente con la
existencia de dos patrones temporales distintos de inhibicién de la exocitosis.

Adicionalmente y en consonancia con los resultados funcionales, el
empleo de los agentes inhibidores de la dinamica de ambos sistemas
citosqueletales produjo efectos diferenciales sobre la movilidad vesicular. El
agente estabilizador de la actina filamentosa, faloidina, produjo una restriccion
del movimiento en todo el citosol celular y afecté incluso a la movilidad de las
vesiculas que se encontraban en la zona cortical (Fig. 3 y 6, Anexo Il). Estos
resultados estan en consonancia con los observados con los inhibidores de la
actividad de miosina. Lo cual sugiere que el sistema transportador formado por
actina-miosina participa en el desplazamiento vesicular en todo el citoplasma,
explicando asi el notable efecto obtenido con estos agentes en la cinética de
secrecion. Con la visualizacion de la red de F-actina marcada con faloidina
conjugada con rodamina se observa una elevada densidad del marcaje en
zonas internas del citosol y en la periferia, formando la barrera cortical. En la
zona interna este marcaje adquiere una apariencia filamentosa formando
estructuras poligonales (Fig. 5A, Anexo Il), entre 1 y 1,5 um de diametro. Los
granulos cromafines parecen estar anclados a estas estructuras, posiblemente
debido a que éstos no son capaces de “caminar” por la superficie de la actina
decorada por la faloidina. Estos resultados apoyan la idea sugerida para una
fraccion de vesiculas de las células PC12, acerca de que dichas vesiculas se
desplazan a través de railes formados por actina filamentosa (Lang et al.,
2000). Adicionalmente, estas estructuras poligonales de gran tamafio son lo
suficientemente grandes como para permitir un transporte organizado de los
granulos a través de sus railes, pero también pueden permitir el movimiento
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difusional amplio, en correspondencia con lo observado para granulos alejados
de la membrana plasmatica (Johns et al., 2001).

En segundo lugar, el taxol y la vinblastina, produjeron una restriccion de la
movilidad vesicular en las zonas internas del citosol, cercanas al nucleo, donde
se halla una mayor densidad de filamentos microtubulares (Fig. 4, Anexo Il). De
nuevo el estudio en detalle del marcaje del taxol conjugado con Bodipy 564/570
mostré la existencia de estructuras poligonales de tamafo similar a las
encontradas para la actina, y algunos granulos parecieron de nuevo estar
asociados a ella (Fig. 5B, Anexo Il). Por tanto, ocurre el mismo fenbmeno pero
aplicado a las vesiculas mas internas, que pueden desplazarse utilizando
también como railes los filamentos microtubulares.

La mayoria de los granulos que tras el tratamiento con el taxol o con la
vinblastina se encontraban en la periferia celular, presentaron una movilidad
vesicular semejante a los controles sin tratamiento. En cualquier caso, aunque
el movimiento de los granulos de las zonas corticales no se encuentre, por lo
general, afectado por estos agentes, encontramos granulos inmobilizados a
400 — 600 nm del limite celular. Esto nos ha sugerido que las estructuras
poligonales microtubulares podrian cooperar proporcionando vesiculas desde
los reservorios intracelulares hacia las inmediaciones de la membrana
plasmatica.

Estas diferencias encontradas en la movilidad de los granulos corticales
podria ser explicada en base a las caracteristicas estructurales de estos
elementos citosqueletales en esta regidn cortical, critica para la secrecion.

A la actina filamentosa cortical aparecen asociadas estructuras anulares
que son de menor tamafo que las descritas para la actina citosélica interna y
se encuentran rodeando, en la mayoria de los casos, a granulos periféricos,
posiblemente atracados o en fase de atraque (Fig. 7, Anexo Il). En estudios
realizados mediante la técnica de TIRFM, los granulos que se acercan a la
membrana plasmatica, probablemente durante la etapa de atraque, reducen su
movilidad alrededor de 5 veces (Steyer et al., 1997). La movilidad lateral de
estos granulos se encuentra restringida en 75 nm (Steyer y Almers, 1999) en
jaulas estimadas de 400 nm de diametro (Oheim y Stihmer, 2000). En nuestro
sistema el tamano de estas estructuras anulares lo hemos estimado en
alrededor de 500 nm de diametro. Teniendo en cuenta que el tamafio medio de
los granulos es de 200 a 300 nm, estos granulos podrian desplazarse dentro de
estas estructuras anulares en un radio de 100 a 150 nm. Por tanto, estas
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observaciones proporcionan la primera evidencia visual de la existencia de
estas jaulas de restriccion de la movilidad durante la fase de atraque en este
modelo neuroendocrino.

Tras estas observaciones, nos planteamos la siguiente pregunta, ¢jes el
citosqueleto el que arrastra los granulos hacia la membrana plasmatica o son
los granulos los que determinan por donde deben ir los railes? Nosotros nos
inclinamos por la primera opcion. En cada uno de los planos confocales
mostrados, el espacio interior de estas estructuras anulares se encuentra
ocupado por una sola vesicula, y a su alrededor existen otras (visualizadas en
amarillo en la Fig. 7, Anexo Il) que parecen también estar asociadas con el
citosqueleto. Esto parece mostrar que existe una cierta organizacion en el
transporte y que la posicion de los granulos no es meramente aleatoria.
Sucediendo esto, es mas probable que sean los railes de actina los que
gobiernen la organizacion y sean los que dirijan o arrastren estas vesiculas
hacia la zona de atraque. Ademas, es posible que durante la estimulacion
secretora, los granulos mas cercanos a la membrana plasmatica, y preparados
para la fusion, abandonen su posicién dejando libre el paso para los granulos
que les siguen desde atras por los mismos railes de actina.

Estos resultados sugieren en su globalidad que existen dos etapas
secuenciales de reclutamiento vesicular gobernadas, en primer lugar por el
sistema de microtubulos, seguido de los filamentos cortos de actina-miosina
(ver figura 4). Esta afirmacion es consistente con el hecho de que los
microtubulos, en estas células, se organizan de forma radial, extendiéndose
desde el centro de la célula a la periferia, y los filamentos de actina forman una
red cerca de la membrana plasmatica (ver figura 2A). En todo caso cabe la
posibilidad de que esta cooperacion funcional lleve consigo consecuencias
morfolégicas, como la coexistencia en el granulo cromafin de sistemas de
motores moleculares de microtubulos-kinesina y actina-miosina. Estos motores
moleculares formarian complejos multifuncionales para el transporte de los
granulos a lo largo de ambos sistemas citosqueletales, como se ha postulado
en otros modelos celulares (Gelfand y Rogers, 1998; Huang et al, 1999).
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No obstante, los datos presentados que muestran que el BDM inhibe
parte de la secrecién resistente a la toxina botulinica A, indican también que
este inhibidor de la miosina podria estar afectando la fase de atraque vesicular
e incluso la movilizacion de vesiculas en etapas posteriores al atraque. Este
hecho nos lleva claramente a afirmar que la actividad de la miosina es
indudablemente importante para el reclutamiento de vesiculas en la zona
cortical de la célula.

Figura 2. Distribucion del sistema de microtiubulos y los filamentos de actina en las células cromafines
bovinas. Las células fueron fijadas y permeabilizadas con una solucién de paraformaldehido al 4% en tampon
fosfato (PBS) que contenia (en mM): 170 NaCl, 170; KCI, 3.35; NapHPO4, 1; KH2PO4, 1.84, ajustado a pH 7.2,
durante 20 min, seguida de una permeabilizacion con Triton X-100 al 0.2% en formaldehido al 3.6% en PBS
durante 10 min y finalmente de una solucién de BSA al 10%. Con el fin de extraer los lipidos de la membrana
celular y favorecer la permeabilizacién de los anticuerpos y demas agentes, las células se incubaron con acetona
al 50 %, al 100 % y de nuevo al 50 % durante 3, 5 y 3 min, respectivamente. Para el marcaje de la tubulina, las
células se incubaron con el anticuerpo primario monoclonal contra a-tubulina (Sigma-Aldrich, Madrid) a la dilucion
de 1/250 durante 12 h a 4°C. Tras lavarse las células extensivamente con PBS se incubd el anticuerpo
secundario contra ratéon conjugado con FITC (Amersham, Little Chalfont, Bucks, U.K.) producido en cabra (en
verde), durante 2 h. Finalmente, las células se lavaron 3 veces con PBS durante 10 min y se montaron con un
cubre de vidrio en glicerol al 80% en PBS. La fluorescencia fue examinada con un microscopio confocal de
fluorescencia TCS Leica. A. Marcaje de los filamentos de actina y del sistema de microtibulos. Los
microtubulos se marcaron empleando anticuerpos especificos contra a-tubulina como se ha descrito
anteriormente (en verde). Los filamentos de F-actina se marcaron utilizando una soluciéon de 0.5 pg/ml de
faloidina conjugada con rodamina (Sigma-Aldrich, Madrid) en PBS durante 15 min. en céls. previamente fijadas y
delipidadas (en rojo). B. Co-localizacién entre el marcaje de los microtubulos con anticuerpos especificos y
el paclitaxel. Las células sometidas al protocolo de marcaje de microtubulos descrito anteriormente (en verde)
fueron tratadas con 1 uM de taxol conjugado con BODIPY 564/570 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
durante 30 min (en rojo). La escala se corresponde con 5 um.
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3. ¢Qué subtipo o subtipos de miosina son responsables del
transporte durante la secrecién?

El estudio anterior nos da una idea de la importancia de la miosina en la
secrecion en las células cromafines, sin pormenorizar en el subtipo o subtipos
de miosina implicados.

Hasta el momento existen descritos 15 subtipos de miosina. Aunque
existen pocos trabajos acerca de la presencia de ellos en las células
cromafines, algunos de estos trabajos han mostrado la presencia de la miosina
cerca de la membrana plasmatica en las células cromafines (Gutiérrez et al.,
1989, Kumakura et al., 1994), la cual se ha identificado como el subtipo Il de
miosina convencional, asociada a la red cortical de actina filamentosa. Junto a
este subtipo de miosina convencional hemos hallado también la presencia de la
miosina no convencional de tipo V, evidencia que ha sido corroborada por Rosé
y colaboradores (2003). El esclarecimiento de cual de estos dos subtipos de
miosina esta implicado en la secrecién en las células cromafines es dificil ya
que existen evidencias que relacionan ambos subtipos con la secrecion y/o con
las vesiculas secretoras.

La miosina |l esta presente en las terminales nerviosas, sobre todo la
isoforma 1IB es muy abundante (Takahashi et al., 1992) y el empleo de
anticuerpos especificos contra miosina Il inhibe la liberacion de
neurotransmisores (Mochida et al., 1994). Por lo que se ha sugerido que este
subtipo de miosina esta involucrado en el trafico de vesiculas sinapticas. En las
células cromafines, la miosina Il se localiza abundantemente en la zona
periférica, donde podria estar asociada a los filamentos de actina que
conforman la barrera cortical (Fig. 5A y B, Anexo |). Estos resultados fueron
confirmados en un trabajo publicado con posterioridad por Rosé vy
colaboradores (2003). Pero en cuanto a su posible vinculacién con las
vesiculas secretoras, hasta el momento no se ha descrito que la miosina Il
pudiera estar asociada a ellas, a excepcion de varios trabajos. En varios
modelos celulares no musculares se ha evidenciado que la miosina Il se
encuentra asociada a la membrana y a las vesiculas del trans-Golgi (Ikonen et
al., 1997; Musch et al., 1997), lo cual sugiere que la miosina Il podria estar
participando en el trafico de membranas en el interior citosdlico.

En cuanto a la miosina V, es muy abundante en el cerebro y en el sistema
nervioso periférico. En las neuronas se ha encontrado en todos los
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compartimentos intracelulares (Espreafico et al., 1992), donde se ha asociado
con varios tipos de organelas incluyendo las vesiculas sinapticas (Prekeris y
Terrian, 1997) y el reticulo endoplasmico (Evans et al.,, 1998; Langford y
Molyneaux, 1998). El empleo de anticuerpos especificos contra la miosina V
inhibié el transporte de vesiculas del reticulo endoplasmico y vesiculas
sinapticas a lo largo de los filamentos de actina (Evans et al 1998; Tabb et al.,
1998), y mas recientemente se ha mostrado que una construccion truncada de
miosina V disminuye el numero de vesiculas sinapticas cerca de las zonas
activas de exocitosis (Bridgman et al.,, 1999). Es por todo esto que se ha
postulado que la miosina V es la proteina motora de las vesiculas sinapticas.
En los modelos secretores se ha empezado a estudiar mas recientemente.
Algunos autores han mostrado mediante el uso de anticuerpos especificos que
co-localiza con los granulos secretores de las células PC12 y de las células
cromafines (Rudolf et al., 2003; Rosé et al., 2003).

Complementando estos resultados presentes en la bibliografia, hemos
empleado anticuerpos especificos contra miosina V de cerebro de calamar
(Molyneaux y Langford, 1997) en las células cromafines. Estos anticuerpos
presentaron distribucion preferencial de la miosina V en zonas internas del
citosol (Fig. 5C, Anexo I), resultados que concuerdan con los obtenidos en
neuronas (Espreafico et al., 1992) y posteriormente en las células cromafines
(Rosé et al.,, 2003). No obstante, no podemos descartar que se encuentre
también en la periferia celular, puesto que la hemos hallado presente en
secciones de la periferia cortical de las células cromafines (Fig. 5D, Anexo |).

Sin embargo, para responder a la pregunta de qué subtipo de miosina
estaria mayormente implicado en la secrecibn en nuestro sistema,
consideramos decisivos los resultados obtenidos a partir de células
permeabilizadas (Fig. 6, Anexo |). El efecto inhibitorio de la secrecién
estimulada con calcio en presencia de los anticuerpos contra la miosina Il
predomina frente al obtenido para los anticuerpos contra la miosina V. Estos
resultados en principio no nos sorprendieron, dado que la miosina Il se localiza
preferentemente en la periferia, es de pensar que su inactivacion deberia
afectar a la secrecion de un numero de poblaciones vesiculares mayor y
producir un efecto inhibitorio mas notable. Por tanto, a raiz de estos resultados,
el subtipo Il de miosina es el que participa mayormente, posiblemente
modulando el transporte vesicular en los procesos que tienen lugar durante la
exocitosis de catecolaminas en este modelo celular neuroendocrino.
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No obstante los anticuerpos contra miosina V también afectaron a la
secrecion, y la suma de ambas inhibiciones podria dar lugar a la producida por
el BDM, que es mas acusada. Esta reflexidbn, que aparentemente esta en
concordancia con los resultados de las diferentes localizaciones intracelulares
de ambos subtipos, nos hace pensar sobre una posible cooperacion entre
estas proteinas. Por esta razén, proponemos que tanto la miosina Il como la
miosina V cooperan en el transporte de las vesiculas secretoras en la célula
cromafin. De esta manera es posible que la miosina V, abundante en zonas
internas del citosol, fuera responsable del trafico de membranas a este nivel,
desde el reticulo endoplasmico hasta la periferia celular, y a continuacion ser
ambos subtipos de miosina, pero sobre todo la miosina I, los responsables del
transporte en la periferia celular. Claramente estos resultados abren una linea
de investigacion que deja las puertas abiertas para el empleo de herramientas
mas precisas que sirvan para estudiar a fondo la implicacion de la miosina Il en
la secrecion.

4. Participacion de la miosina Il en el transporte vesicular y en
el mecanismo de fusion exocitética

El empleo de herramientas basadas en técnicas de biologia molecular
han sido utilizadas por nuestro grupo para estudiar la proteina SNAP-25 en la
secrecion (Criado et al., 1999; Gil et al., 2002). Debido a la dificultad de la
transfeccion de las células cromafines con diferentes vectores de sobre-
expresion, en el ultimo de los trabajos mencionados se ha empleado un
sistema de infeccion viral basado en el virus herpes simplex tipo | (HSV-1).

La miosina Il es una proteina de 220 kD de peso molecular, demasiado
grande para ser sobre-expresada a través de este sistema de infeccion. Sin
embargo sus cadenas ligeras regulatorias RLC, que son las responsables de la
activacion de la ATPasa dependiente de actina y de su actividad motora
(Adelstein y Sellers, 1987; Kamm y Stull, 1989), poseen un peso molecular de
20 kD, tamafo muy apropiado para permitir la insercion de su gen en este
vector de expresion.

En las células cromafines, a través de este sistema de expresién virico,
hemos expresado una forma no fosforilable de RLC fusionada con GFP
empleada con éxito como herramienta molecular para estudiar la funcion de
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miosina Il en la mitosis y en la citoquinesis en las lineas celulares no
musculares COS-7 y NRK (Komatsu et al., 2000).

Tanto la RLC-GFP silvestre como la RLC-GFP no fosforilable se
ensamblan con el resto de subunidades de la miosina Il no muscular, como
indica la coincidencia del marcaje GFP procedente de las construcciones
expresadas y el obtenido con anticuerpos contra la miosina Il no muscular (Fig.
1C - E, Anexo lll). Estos resultados son apoyados por los descritos por
Komatsu y colaboradores (2000) en ensayos realizados in vitro, en los que
observaron que la quimera RLC-GFP se unié estequiométricamente con la
miosina Il de la musculatura lisa deficiente en RLC. Adicionalmente, el defecto
de la actividad ATPasa de la RLC-GFP con la doble mutacién en presencia de
MLCK y calmodulina fue testada en experimentos in vitro tomando como
control la RLC-GFP silvestre (Komatsu et al., 2000).

Las células cromafines que expresaban la RLC-GFP silvestre presentaron
una movilidad de las vesiculas marcadas con quinacrina semejante a las
células controles no infectadas (Fig. 2, Anexo Ill) cuyo desplazamiento en el
plano x-y fue aproximadamente 4 um/20s semejante al obtenido para la
poblacién de granulos “mdéviles” cercanos a la membrana utilizando Ila
microscopia de TIRF (Oheim y Stihmer, 2000).

No obstante el calculo del desplazamiento cuadratico medio (MSD) de la
trayectoria que sigue la vesicula nos ofrece una mayor informacién acerca de la
movilidad de las mismas. Y se define como (Qian et al., 1991; Saxton y
Jackobson, 1997):

N-n

MSD (ndt) = _1__ 21{[x(/'8t + ndt) — x(S))? + [y(ist + ndt) — y(ist)]*} (1)
(N-n) ”

donde N es el numero total de imagenes en la secuencia temporal y n y j son
numeros positivos con valores n= 1,2,...(N-1). Las coordenadas de los granulos
para el instante jot son (x(jot), y(jot)), y las correspondientes al intervalo de
tiempo nét posterior son (x(jot + ndt), y(jot + ndt)).

El sentido fisico del MSD para un intervalo de tiempo dado es el promedio
de todos los desplazamientos que tienen lugar con ese intervalo de tiempo.
Segun esta definicibn ocurre que cuanto mayor sea el intervalo de tiempo
mayor imprecision existe en el calculo, y ello trae consigo un mayor error. La
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ventaja de este calculo es que si suponemos que las particulas se desplazan
con un coeficiente de difusion simple entonces la representacion del MSD
frente al intervalo de tiempo es lineal, y la pendiente procedente del ajuste
equivale a 4 x D (siendo D el coeficiente de difusion).

Para diferentes condiciones experimentales hemos representado los
valores del MSD frente al intervalo de tiempo, calculados segun la ecuacién (1),
y los hemos ajustado de forma lineal (Fig. 3, Anexo Ill). De esta manera, a
partir de las pendientes hemos calculado los coeficientes de difusion. En
granulos controles y granulos pertenecientes a células que expresaban la
construccion silvestre los coeficientes de difusion oscilaron entre 8,5 — 10 x 10
um?/s, valores similares a los obtenidos en células cromafines y PC12
mediante TIRFM (Oheim y Stuhmer, 2000; Lang et al., 2000) y en PC12 por
microscopia confocal (Burke et al., 1997). En cambio, la expresién de la
construccion no fosforilable disminuy6 la movilidad vesicular de estas células,
recordandonos a la que obtuvimos con los inhibidores de miosina tales como
wortmanina y BDM, asi como al empleo de faloidina (Lang et al., 2000). El
coeficiente de difusion fue en este caso de 0,32 x 10° um?/s, o sea 30 veces
inferior al obtenido para la RLC-GFP silvestre.

Este calculo del coeficiente de difusion se obtiene de asumir que las
vesiculas se desplazan por difusidon simple. No obstante, existen teorias acerca
del movimiento confinado resultante de la formacién de jaulas de proteinas
citosqueletales cerca de la membrana plasmatica (Saxton y Jacobson, 1997;
Kusumi et al., 1996; Sheetz, 1983). Este movimiento confinado se rige por la
siguiente ecuacion (Saxton y Jacobson, 1997):

MSD(At) = 12 [1—Ajexp (-4 A, D At/ 1) ] (2)

donde MSD(At) es el desplazamiento cuadratico medio en funcién del intervalo
de tiempo, r.? equivale al tamafio de la jaula (el cuadrado del radio de la jaula),
A1y Az son constantes que dependen de la geometria de la jaula y D es el
coeficiente de la difusion confinada. El sentido matematico de esta ecuacién es
que en el movimiento difusional confinado el valor del MSD para un intervalo de
tiempo muy elevado ( At — « ) es igual a r¢%, a través del cual podemos hallar
el diametro de la jaula. Por tanto ocurre que en el movimiento confinado, el
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desplazamiento difusional no es libre sino que esta limitado y esta limitacion la
impone el tamano de la jaula.

En la figura 3 mostramos la representacion del MSD frente al At para un
maximo de 10 s. Hemos ajustado los valores a una curva cuya ecuacion es
regida por la descrita arriba (2), obteniendo que el diametro de la jaula que
determina el movimiento vesicular en el citosol de una célula sin tratamiento es
de 1,3 um, valor que se corresponde adecuadamente con el observado a partir
de la figura 5A del Anexo Il.

—— DIFUSION CONFINADA
0.54 —— DIFUSION SIMPLE
=
[aV]
£
=
A 0.34
0.2
0.1
T T T 1
0.0 2.5 50 7.5 10.0
INTERVALO DE TIEMPO

Figura 3. Representaciones del movimiento difusional de vesiculas en células
cromafines cultivadas. Se ha representado el desplazamiento cuadratico medio (MSD) frente
al intervalo de tiempo, al cual se le ha realizado dos tipos de ajuste, el lineal (— ) y el no lineal
(=) de acuerdo con que las vesiculas sigan un comportamiento difusional simple o
confinado, respectivamente. La ecuacion que rige el ajuste no lineal es (Saxton y Jacobson,
1997): MSD(At) = re [1 — Ay exp (-4 A, D At/ rcz), donde MSD(At) es el desplazamiento
cuadratico medio en funcién del intervalo de tiempo, r.> equivale al tamafio de la jaula (el
cuadrado del radio de la jaula), A; y A, son constantes que dependen de la geometria de la
jaula y D es el coeficiente de la difusién confinada. El valor de r.> obtenido fue de 0,404 um?, y
el diametro de la jaula fue de 1,3 um. Los coeficientes de correlacion lineal y no lineal fueron de
0,915y 0,991, respectivamente.
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Pero la expresion de la subunidad T18A/S19A RLC-GFP no fosforilable, y
por lo tanto deficiente en proporcionar la actividad ATPasa dependiente de
actina a la miosina Il endégena, no solo afecté a la movilidad vesicular sino
también a otros aspectos de la fisiologia de las células cromafines.

En nuestro estudio encontramos que esta subunidad de la miosina Il no
fosforilable indujo una notable afectacién de la capacidad secretora de las
células cromafines bovinas cultivadas. En concordancia con los resultados
obtenidos con el empleo de la toxina BONT A y el BDM, la forma no fosforilable
de RLC (T18A/S19A RLC-GFP) afecté a la secrecion de la etapa rapida,
estimulada por los secretagogos KCl y BaCl, (Figs. 4 y 5, del Anexo I,
respectivamente), los cuales se ha evidenciado que reclutan poblaciones de
granulos de diferentes estados de maduracién (Duncan et al., 2003). En
adicion, la secrecion estimulada por el calcio liberado a partir de compuestos
quelantes fotolizables fue reducida en células que expresaban la construccién
no fosforilable (Fig. 6, Anexo lll). Se tiene conocimiento de que la elevacion
rapida y homogénea del calcio estimula la liberacion de la poblacion de
vesiculas definida como listas para exocitar (Neher y Zucker, 1993). Por tanto,
al inhibirse esta secrecion en presencia de la construccion no fosforilable en
estas células se esta alterando la liberacion de la poblacién de vesiculas listas
para exocitar. Estos resultados concuerdan con datos previos acerca de la
afectacion por parte de la wortmanina de la etapa ATP-independiente en
células cromafines permeabilizadas (Ohara-Imaizumi et al., 1992; Kumakura et
al., 1994). En consecuencia, ocurre que llamativamente etapas tan cercanas a
la propia fusion podrian estar siendo moduladas por esta proteina.

Aunque no solo la cinética de la secrecion se ve modulada por esta
proteina sino también la cinética de fusion de vesiculas individuales analizadas
por amperometria. Se ha demostrado que el analisis estadistico de los
parametros que definen la forma de las espigas amperométricas reflejan la
cinética de la fusion de vesiculas individuales (Schroeder et al., 1996). Para un
mismo valor de carga de las espigas, las células que expresaban la
construccion de RLC-GFP no fosforilable presentaron, una menor amplitud vy,
un ty2 y un tiempo al pico (tp) promedios mayores (Fig. 7, Anexo lll), lo cual
demuestra que la cinética de la exocitosis esta enlentecida; este fue un efecto
que se observo también en las células tratadas con BDM.
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Pero, como podria una proteina citosqueletal como miosina Il influir en
las etapas finales de la fusion exocitética?

Existen, a nuestro entender dos posibles explicaciones que podrian
responder a esta pregunta. Por una parte, podria ocurrir que la actividad de la
miosina |l influya en el grado de disociacion del neurotransmisor desde el
interior de la matriz intragranular, y en segundo lugar, que la miosina |l participe
en la regulacién de la expansion del poro de fusion. Nosotros nos inclinamos
mas por la segunda posibilidad (ver figura 4).

—_— Microtabulos

Kinesina

F-actina
Miosina V

2
o -actinina
=8 Miosinall

Atraque vesicular

Preparacion vesicular

O
O
- KON
S o VR R RN

t<30s 30s>t<10s t<10s t<50ms

Figura 4. Modelo mostrando la participacion del citosqueleto de F-actina y microtubulos
en el transpote vesicular antes y durante la secrecion. El sistema de microtibulos y el de
los filamentos de actina participarian en el transporte denominado de largo recorrido. Las
vesiculas cercanas a la membrana plasmatica serian transportadas sélo por los filamentos de
actina. Por ultimo, durante los etapas que tienen lugar durante la secrecion (atraque,
preparacién y fusion), las vesiculas estarian vinculadas a los filamentos de F-actina, que a
través de miosina Il y miosina V, modularian dichos procesos.
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En este trabajo hemos mostrado que las vesiculas cromafines se
encuentran asociadas a los sistemas citosqueletales de F-actina y microtubulos
en muchas de las etapas de maduracion. Incluso hemos mostrado que las
vesiculas mas externas, probablemente las atracadas a la membrana
plasmatica, permanecen asociadas a los filamentos de actina de la red cortical.
Por tanto, es posible una relacion entre las vesiculas cercanas al proceso de
fusién y la miosina Il. En este sentido, la dinamica de la red cortical de F-actina,
modulada por la miosina Il, podria crear una fuerza tensional que influyera en la
en los requisitos espaciales necesarios para que tengan lugar el atraque (con la
formacion del complejo SNARE), y mas adelante favoreciera la extrusion de los
contenidos intragranulares con la exocitosis.

En un trabajo reciente se ha demostrado la asociacion entre la cadena
pesada de miosina V y la sinaptobrevina formando parte del complejo
exocitotico de fusion de vesiculas sinapticas (Prekeris y Terrian, 1997). En las
células cromafines la miosina V la hemos hallado también asociada a la F-
actina cortical. Ademas existen trabajos que la asocian interaccionando con los
granulos en las células PC12 y en las células cromafines (Rudolf et al., 2003;
Rosé et al., 2003). Por tanto las miosinas son proteinas involucradas en el
transporte que podrian tener funciones adicionales en cuanto a modular, a
través de la sinaptobrevina, las transiciones que conllevan a la formacién del
complejo de la fusidén exocitotica.
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Los inhibidores de la actividad de miosina tales como la wortmanina, el
BDM vy el péptido P-18 afectaron a la liberacion de los componentes
intermedios y tardios de la secrecion estimulada por calcio en las células
cromafines bovinas permeabilizadas.

El empleo de anticuerpos contra los subtipos de miosina Il y V en
poblaciones de células cromafines, sugiri6 que la miosina Il se distribuye
principalmente en la periferia celular y esta especialmente involucrada en la
secrecion.

Los inhibidores de la dinamica de los microtubulos tales como el taxol y la
vinblastina afectaron a la secrecion tardia, mientras que los de actina, el
BDM vy la faloidina afectaron preferentemente a la secrecion en las fases
iniciales.

Tanto los inhibidores de la dinamica de los filamentos de actina como de
los microtubulos produjeron una restriccion de la movilidad vesicular en el
interior citosolico.

Unicamente los inhibidores de la actividad de actina y miosina afectaron a
la movilidad vesicular en la periferia celular, lo cual podria explicar los
resultados obtenidos en secrecion.

La elevada densidad de la estructura de F-actina en la periferia celular
frente a la baja de los microtubulos explica la predominancia del sistema de
actina en el transporte cortical.
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7.

100

El empleo de la sobre-expresion de una construccion no activa de la
miosina Il redujo el movimiento de los granulos, disminuyendo su
coeficiente de difusion en 30 veces con respecto a la construccion silvestre.

La sobre-expresiéon de la construccién no activa de miosina Il disminuyé el
namero de fusiones exocitéticas en los primeros segundos de estimularse
la secrecién con KCI, BaCl, y calcio liberado a partir de compuestos
fotolizables.

La construccién no activa de miosina Il enlentecié notablemente la cinética
individual de fusion exocitotica, lo cual demuestra que la miosina Il no sélo
participa en funciones inherentes a su naturaleza transportadora sino que
ademas modula las ultimas etapas de la exocitosis.
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The role of myosin in vesicle transport during bovine chromaffin

cell secretion
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Bovine adrenomedullary cells in culture have been used to study
the role of myosin in vesicle transport during exocytosis. Ampero-
metric determination of calcium-dependent catecholamine re-
lease from individual digitonin-permeabilized cells treated with
3 uM wortmannin or 20 mM 2,3-butanedione monoxime (BDM)
and stimulated by continuous as well as repetitive calcium pulses
showed alteration of slow phases of secretion when compared
with control untreated cells. The specificity of these drugs for
myosin inhibition was further supported by the use of peptide-
18, a potent peptide affecting myosin light-chain kinase activity.
These results were supported also by studying the impact of these
myosin inhibitors on chromaffin granule mobility using direct
visualization by dynamic confocal microscopy. Wortmannin and

BDM affect drastically vesicle transport throughout the cell
cytoplasm, including the region beneath the plasma membrane.
Immunocytochemical studies demonstrate the presence of myosin
types Il and V in the cell periphery. The capability of antibodies
to myosin II in abrogating the secretory response from popu-
lations of digitonin-permeabilized cells compared with the modest
effect caused by anti-myosin V suggests that myosin II plays a
fundamental role in the active transport of vesicles occurring in
the sub-plasmalemmal area during chromaffin cell secretory
activity.

Key words: amperometry, bovine adrenomedullary cell, cyto-
skeleton, exocytosis.

INTRODUCTION

Adrenomedullary chromaffin cells have been widely used as a
model to study exocytosis in neuroendocrine systems. In these
cells, catecholamines are stored in specialized vesicles called
chromaffin granules [1], and released in a calcium-dependent
process involving granule translocation from the cytosol, vesicle
docking and maturation, and finally the extrusion of granule
soluble content by exocytosis [2]. Although much has been
learned of the final molecular events involved in docking and
membrane fusion since the proposition of the SNARE (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protein
receptor) hypothesis [3,4], the nature of the molecular mech-
anisms underlying vesicle transport and recruitment is much
less understood. In this sense, the cytoskeleton has been shown
to play a function in exocytosis in both neurons [5] and
neuroendocrine cells [6,7]. More precisely, in chromaffin cells, it
has been demonstrated that an F-actin network layer beneath the
plasma membrane constitutes a cortical barrier that excludes
vesicles from accessing their docking sites [7]. After stimulation,
and calcium influx through voltage-dependent channels, a
local and transient disruption of this network occurs [8], allowing
vesicle access to the immediate sub-plasmalemmal area. In
contrast with these studies demonstrating a cytoskeletal role as a
passive barrier, there is little evidence for the participation of
active-transport systems in neuroendocrine vesicle translocation.
During chromaffin cell stimulation, by direct depolarization or
physiological agonists, the regulatory subunit of myosin light
chain is phosphorylated in a calcium-dependent manner pro-
portional to the magnitude of the stimulus [9-11], and as such
constitutes the basic mechanism in changing the interaction of
this motor protein with actin in non-muscular systems. In
addition, phosphorylation of non-muscle myosins by the specific
enzyme myosin light-chain kinase (MLCK) may be essential for

the role of such a protein in secretion, since inhibition of MLCK
by a variety of chemicals, such as naphthalenesulphonamides
(ML-9) [12,13] and wortmannin [14,15], abrogates MgATP-
dependent and -independent catecholamine secretion in bio-
chemical assays performed on populations of permeabilized
chromaffin cells.

The present study has been undertaken to evaluate the function
of myosin as a motor for vesicle transport in neuroendocrine
cells, by using different types of agent to inhibit myosin activity:
wortmannin, a potent but relatively unspecific inhibitor of
MLCK [16], 2,3-butanedione monoxime (BDM), a chemical
inhibiting conventional and unconventional myosin ATPase
activity [17], and peptide-18, a high-affinity peptide that select-
ively blocks MLCK activity [18]. Our results, obtained by
combining single-cell amperometrical exocytotic measurements
in permeabilized chromaffin cells and the use of confocal
immunofluorescence microscopy, demonstrate the involvement
of this motor protein in the active transport of chromaffin
granules in the immediate sub-plasmalemmal area as an early
event needed for the docking and posterior exocytotic release of
biogenic amines. Furthermore, the use of different antibodies
against myosin forms suggests that type II myosin is especially
abundant in the cell periphery and might be involved in such
early exocytotic events, as has been suggested for neurons [19].

MATERIALS AND METHODS
Chromaffin cell isolation and culture

Chromaffin cells were prepared from bovine adrenal glands by
collagenase digestion, and further separated from debris and
erythrocytes by centrifugation on Percoll gradients as described
in [20,21]. Cells were maintained in monolayer cultures using
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 109,

Abbreviations used: BDM, 2,3-butanedione monoxime; MLCK, myosin light-chain kinase; PI 3-kinase, phosphoinositide 3-kinase; ROI, region of

interest.
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fetal calf serum, 10 M cytosine arabinoside, 10 uM 5-fluoro-2’-
deoxyuridine, 50 i.u./ml penicillin and 50 xg/ml streptomycin.
Cells were harvested at a density of 150000 cells/cm? in 35 mm
Petri dishes (Corning, Corning, NY, U.S.A.) and used between
the second and fifth days after plating. All experiments were
performed at room temperature (21-22 °C).

Amperometric determination of exocytosis from cultured
chromaffin cells

To study secretory activity in individual cells, culture medium
was replaced by Krebs/Hepes basal solution with the following
composition: 134 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM KH,PO,,
1.2mM MgCl,, 2.5mM CaCl,, 11 mM glucose, 0.56 mM
ascorbic acid and 15 mM Hepes. pH was adjusted to 7.4 using
NaOH. Carbon-fibre electrodes insulated with polypropylene
and with 11 gm-diameter tips were employed to monitor the
release of the catecholamine content from individual chromaffin
granules in cells under superfusion, as described elsewhere [21,22].
Electrodes were positioned in close apposition to the surface of
the cells using high-precision hydraulic micromanipulation
assessing cell membrane deformation using an Axiovert 135
inverted-stage microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany)
mounting Hoffman optics (Modulation Optics, Greenvale, NY,
U.S.A)). Electrical connection was accomplished with mercury,
and an amperometric potential of +650 mV versus an Ag/AgCl
bath reference electrode was applied using an Axopatch 200A
amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA, U.S.A.). Elec-
trochemical current due to catecholamine oxidation was digitized
with an A/D converter (ITC-16, Instrutech Corp., Great Neck,
NY, U.S.A.) and recorded at 200 us/point using the program
PulseControl [23] running on top of the graphical software Igor
Pro (Wavematrics, Lake Oswego, OR, U.S.A.) on a PowerMac
7100 computer. Experiments were performed in cells stimulated
by superfusion with a depolarizing high-potassium (59 mM)
solution (obtained by iso-osmotically replacing NaCl with KCI),
applied through a valve-controlled puffer tip commanded by the
acquisition software and deposited near the studied cells. Cell
treatment with wortmannin and BDM (both from Sigma,
Madrid, Spain) was performed using 3 xM and 20 mM concen-
trations, respectively, in basal medium with 15-30 min exposures
prior to cell secretion measurements.

Cell permeabilization with digitonin was performed using a
10 uM concentration superfused during 10s in Krebs/Hepes
basal medium lacking CaCl, and in the presence of 0.1 mM
EGTA. Calcium-dependent secretion was evoked in per-
meabilized cells by cell superfusion with the same medium
described for permeabilization with the addition of 0.2 mM
CaCl, (0.1 mM free calcium). Cell incubations with the specific
myosin inhibitor peptide-18 [18] were performed by superfusion
of the cells for 30s with 1M peptide-18 after cell
permeabilization and prior to challenge by calcium-evoked
secretion. For these experiments controls were carried out using
the same protocol but in the absence of peptide.

Determination of catecholamine release from populations of
detergent-permeabilized chromaffin cells

Secreted [*H]noradrenaline was determined in digitonin-
permeabilized cells as described previously [24]. Briefly, cells
were incubated with [*H]noradrenaline (1 #Ci/ml) in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium during 4 h. Thereafter, monolayers
were washed four times with Krebs/Hepes basal solution (see
above). Cell permeabilization was accomplished with 10 uM
digitonin in 20 mM Pipes, pH 6.8, with 140 mM monosodium
glutamate, 2 mM MgCl,, 2 mM MgATP and 5 mM EGTA. This

© 2002 Biochemical Society

incubation was carried out in the absence or presence of the
different immunoglobulins. Following permeabilization, media
were discarded and cells were incubated for an additional 10 min
in digitonin-free medium in the presence or absence of the different
antibodies or compounds assayed. Basal secretion was measured
in 5 mM EGTA, whereas stimulated secretion was measured in
medium containing 10 xM buffered Ca** solution. Media were
collected and released catecholamines as well as the total cell
content were determined by liquid scintillation counting.

Confocal microscopy studies of the cellular distribution of F-actin,
and myosins Il and V

Analysis of the distribution of the cytoskeletal barrier of F-actin
was performed using rhodamine coupled with phalloidin as
described previously [25]. Cells were fixed and permeabilized
using a modification [26] of the method described by Lazarides
[27]. Briefly, cells were fixed with 4 9, paraformaldehyde in PBS
for 20 min. Then cells were permeabilized with 0.2 9, Triton X-
100 in 3.6 9%, formaldehyde for 10 min. After washing with PBS,
lipids were extracted using a series of incubations at 4 °C; 50 %,
acetone in water for 3 min, 100 9, acetone for 5 min and finally
509, acetone for 3 min. After extensive rinsing with PBS, cells
were incubated for 15min with a solution of 0.5 ug/ml
rhodamine-phalloidin in PBS. After a 30 min wash the samples
were mounted using a 809, glycerol solution in PBS.

Labelling of myosin IT and V in permeabilized and delipidated
cells was performed overnight by incubating with a mouse
monoclonal antiserum to non-muscular myosin II (1:200 di-
lution; Developmental Studies Hybridoma Bank, University of
Towa, Iowa City, IA, U.S.A.) or polyclonal antibodies against
squid myosin V [28] in 3%, BSA/PBS medium. After extensive
washes, secondary goat anti-mouse or anti-rabbit antibodies
coupled to FITC (Amersham, Little Chalfont, Bucks, U.K.)
were incubated for 2 h, followed by three washes, and finally
mounted as indicated above.

Fluorescence was investigated using a laser scanning confocal
TCS Leica microscope. Usually eight confocal layers covering
the total cell volume were obtained (1.25 um thickness, z axis)
and individual layers or projections were used to study fluor-
escence distribution as described elsewhere [25].

Dynamic confocal microscopic studies of chromaffin granule
mobility

Cells were loaded with 4 uM quinacrine in culture medium for
10 min. After that, fluorescence emission by quinacrine trapped
in the acidic vesicles was investigated using an Olympus Fluoview
FV300 confocal laser system mounted in a BX-50 WI up-right
microscope incorporating a 100x LUMPIan FI water-immersion
objective. This system allows for z axis reconstruction (0.1 gm
spatial resolution, 0.5 um z slice) and time-lapse dynamic studies
with time resolutions ranging from 0.1 s for acquisition of images
of 200 pixels x 150 pixels (adequate for studying regions of a cell)
to about 0.6s for images of 400 pixelsx 300 pixels (for
visualization of the entire cell). Analysis of frames was performed
using the public-domain program ImagelJ (http://rsb.info.nih.
gov/ij/) with plugins for region-of-interest (ROI) measurement,
image averaging and comparison.

The Student’s ¢ test for unpaired samples or two-way ANOVA
was used to establish statistical significance among experimental
data. Samples were considered significantly different when
P < 0.05. All data were expressed as means+S.E.M. from
experiments performed in a number (n) of individual cells or
wells. The data presented represent experiments performed with
cells from at least three different cultures.
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RESULTS

Different inhibitors of myosin activity affect catecholamine
secretion from individual permeabilized chromaffin cells

To study the possible role of myosin in modulating the secretory
components of chromaffin cells, we decided to use two different
inhibitors of myosin function: wortmannin, which has been used
extensively as a potent inhibitor of MLCK [16], an enzyme that
induces Ca®"-dependent phosphorylation of myosin during
catecholamine release [9—11], and BDM, a chemical inhibiting
myosin ATPase activity [17]. Concentrations of 3 uM wort-
mannin and 20 mM BDM, with incubations of 30 and 15 min,
respectively, affect the vesicular release of individual cells
permeabilized with 10 M digitonin and stimulated by super-
fusion with a solution containing 100 xM free calcium, as can be
observed in the amperometric examples of Figure 1. Both agents
decrease the number of vesicles fusing 5s and more after cell
depolarization, whereas the initial secretory burst remains rela-
tively unaffected. These observations were confirmed by the
integration and averaging of experiments conducted on numerous
cells (15-56) in each experimental condition (Figure 1B). The
characteristics of these cumulative curves representing single-cell
secretory kinetics were clearly affected by these chemicals. Both
wortmannin and BDM altered catecholamine release kinetics in
early periods after stimulation, and produced inhibitions ranging
from 55 to 70 9, of the maximal response obtained in non-treated
cells.

We have used these agents at concentrations similar to those
employed in other cell systems [29-31], and which are thought to
be relatively specific. Nevertheless, low concentrations of wort-
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mannin have been shown to also inhibit the activity of phospho-
inositide 3-kinase (PI 3-kinase) [16,31]. Peptide-18, a very potent
(IC,,, 50nM) and selective inhibitor of MLCK (it affects
calmodulin kinase II at a 4000-fold higher concentration) has
been described recently [18]. We incubated superfused
permeabilized cells for short periods (30 s) with 1 #M peptide-18
before stimulation with 100 xM free calcium. In Figure 1 it can
be observed that this peptide was able to inhibit the initial rate
and extent of catecholamine secretion in a fashion similar to that
of wortmannin, giving support to the notion of relative specificity
for wortmannin and BDM when inhibiting secretion via myosin
function.

These observations were further supported by experiments
performed on permeabilized cells treated with these chemicals
and repetitively stimulated with brief 10 s exposures to 100 xM
free calcium. The initial pulse was inhibited by 20 9, with wort-
mannin and 389, in cells treated with BDM. The degree of
inhibition was further enhanced in the subsequent pulses, as can
be observed from the examples and average integral values
shown in Figure 2, indicating that these chemicals affecting
myosin function preferentially block slow phases of secretion
and as a consequence affect vesicle recruitment from reserve
pools [25].

Dynamic confocal microscopy demonstrates the impact of myosin
inhibitors on vesicle mobility

To understand the possible causes of the different effects of
myosin inhibitors on the secretory behaviour of chromaffin cells,
we decided to study the mobility of chromaffin granules using
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Secretory kinetics of individual permeabilized cells treated with myesin-activity inhibitors

In these experiments, after treatment with 3 M wortmannin and 20 mM BDM for 30 and 15 min, respectively, secretion was elicited by cell permeabilization using a 10 s pulse of 10 M digitonin
followed by cell perfusion with Krebs/Hepes basal medium containing 100 x«M free calcium. Peptide 18 (P-18) was superfused at 1 xM for 30 s in the absence of calcium prior to eliciting
catecholamine release. Secretion was monitored by amperometry using 11 zm-diameter carbon-fibre electrodes in close apposition with the cell surface. (A) Amperometric current traces
representative of experiments performed under various conditions. Traces were obtained from permeabilized control non-treated cells and wortmannin-, BDM- and peptide-18-treated cells stimulated
by superfusion for 60 s with 100 x«M free calcium medium. (B) Cumulative integrals representing averaged secretory behaviour. Conditions were as described for (A); after individual response
integration the average curve was obtained for control (7 = 56) and 3 #M wortmannin (7 = 37), 20 mM BDM (7 = 15) and 1 xM peptide-18 (n = 16) -treated cells. Current integral values
(pC; means +S.E.M.) at 1 min were 235+ 22 (control), 111412 (wortmannin), 78 +-12 (BDM) and 121 414 (peptide-18).
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Figure 2 Wortmannin and BDM affect granule recruitment by repetitive stimulation

The capability of permeabilized cells to recruit fast or slow secretory ‘pools” was studied by using six successive stimulations with 100 z«M free calcium for 10 s. (A) Typical traces obtained from
permeabilized control, 3 M wortmannin- and 20 mM BDM-treated cells. (B) Rate of vesicle recruitment. The cumulative integrals were averaged for individual pulses in each experimental condition
assayed and represented as a percentage of the initial pulse. Data are means + S.E.M. from experiments performed in 38 (control non-treated), 21 (wortmannin) and 21 (BDM) cells.

laser confocal microscopy. Our aim was not to study granule
trajectory throughout the cell cytoplasm [32], rather our objective
was to detect clear changes in vesicle mobility after cell treatment
with the conditions used in our secretory experiments and to
localize the cellular zones affected by such changes in chromaffin
granule motility. Chromaffin granules were labelled with 4 M
quinacrine for 10 min at 37 °C before acquiring confocal images
of vesicles in the equatorial cytoplasmic sections of about 500 nm
(4 ym x 2.5 ym area acquired at 10 images/s). Figure 3(A) depicts
images of granules in control non-treated cells using this tech-
nique (see also compressed images in video 1, accelerated by six
times; see http://www.BiochemJ.org/bj/368/bj3680405.htm).
Granule movement was very noticeable, with vesicles main-
taining their position in the confocal plane for no more than
2-5s. As a consequence of this, the confocal images changed
drastically over a sequence of six frames, separated by 10s
intervals (Figure 3A). This high degree of vesicle movement
can also be seen in the averaged image of 60 frames taken over
I min in which a blurry and dense representation of the
multiple positions adopted by mobile granules can be observed
(Figure 3B).

A further study using quinacrine fluorescence in a ROI covering
the movements of 1-2 vesicles was carried out. The variation in
fluorescence indicated that the granules were entering and leaving
the studied ROI at intervals of 2—4 s (Figure 3E, control). These
observations were made in more than 30 cells from different
cultures for periods ranging from a few minutes to more than
2 h, at room temperature. These results from resting non-
stimulating conditions were similar to those found in several cells
exposed to a 59 mM KClI depolarizing solution, indicating that
differences in vesicle motility under both sets of conditions were
undetectable using this methodology. Therefore, further exper-
iments were performed in basal medium. Our first experiments
analysing the participation myosin motors for vesicle transport

© 2002 Biochemical Society

were performed using 3 #M wortmannin for 15 min before
acquiring confocal images of the granules labelled with quina-
crine. Cell treatment clearly resulted in a dramatic change in
vesicle motion ; confocal imaging showed that there was a marked
restriction in granule movement which seemed to affect the
majority of vesicles 15-20 min after initiation of the observations
(see the six-times accelerated compressed images in video 2; see
http://www.BiochemlJ.org/bj/368/bj3680405.htm). Figure 3(C)
shows a typical cytoplasmic area under these conditions;
there is no noticeable change in images taken at 10 s intervals,
and the averaged image of 60 confocal frames taken over 1 min
is well defined and shows the position maintained by each
granule during the period of observation (Figure 3D). Measure-
ments of fluorescence intensity in ROIs containing two or three
granules also indicated a marked stability, as can be seen in
Figure 3(E). These results also show that there was little bleaching
of the fluorescent dye at the laser intensities used. Similar results
were obtained in more than 15 cells pretreated for 15 min with
either 3 M wortmannin or 20 mM BDM. These observations
suggest the involvement of myosin motors in the motility of
vesicles throughout the chromaffin cell cytoplasm and are con-
sistent with studies of the immediate plasma-membrane area
using total reflection microscopy [33,34].

Cortical granules are immobilized by myosin inhibitors

Although vesicle motility in the interior of the cytosol might be
essential for the supply of granules to peripheral areas and
therefore for the capacity of chromaffin cells to sustain the
secretory response for prolonged periods of continuous or
episodic stimulation, the study of granule movement in the
cortical sub-plasmalemmal area is fundamental to the under-
standing of the effects of myosin-affecting drugs on catecholamine
secretion. Confocal microscopy of this cellular area was used to



Myosin function in catecholamine secretion 409

E=s

o

=
|

300 —

200 —

100 —

FLUCORESCEMCE (arbitrary units)

—— CONTROL
- - - WORTMANNIN

| I |
30 40 50

TIME (S)

Figure 3 Vesicle mobility observed by dynamic confocal microscopy in control untreated and chromaffin cells treated with wortmannin

Chromaffin cells were incubated with 4 zM quinacrine for 10 min and granules visualized by dynamic confocal microscopy as indicated in the Materials and methods section. (A) Time series
of confocal images taken at 10 s intervals from cytosolic vesicles in control non-treated cells. (B) Averaged image from 60 frames taken at 1 s intervals of granules in the control cell depicted
in (A). (C) Frames obtained as in (A) from a cell treated with 3 M wortmannin for 15 min. (D) Averaged image of vesicles in a wortmannin-treated cell. (E) Fluorescence changes of ROI selected in
a control cell (indicated by a box in B) and a wortmannin-treated cell (indicated by a box in D). Scale bar, 1 gm.

visualize the upper portion of the cell and z axis objective
movement was controlled with a precision of 0.1 #m intervals
until the first image of the cell showing the most peripheral
granules appeared. Chromaffin granules corresponding to control
non-treated cells were then recorded at different time intervals in
17 cells from several cultures. It was observed than most of the
brilliant granules (the most external and therefore immersed in
the confocal plane) remained relatively immobile, suggesting a
restriction of mobility by vesicle docking, whereas during the
I min period studied other granules approached and left the
confocal plane, indicating their elevated motility in the cortical
zone. Most of these vesicles appeared to be moving in the
direction of the z axis. A simple yet clear way to observe this
behaviour is to compare the first frame of an image sequence
(Figure 4A) with the averaged image of the entire period (Fig-
ure 4B), since relatively static granules are seen as brilliant and
well-defined images, in contrast with the lower-intensity and
blurry fluorescence characteristic of moving granules, occasional

‘visitors’ to the confocal plane. Upon treatment with wortmannin
under the conditions described above, images of the cortical zone
were remarkably static, as can be observed in the initial frame
and averaged image in Figures 4(C) and 4(D). Similar images
taken in 13 cells demonstrate that wortmannin treatment results
in the immobilization of cortical vesicles. These results could be
extended to BDM (n = 11), which clearly affected the movement
of cortical vesicles, as seen in Figures 4(E) and 4(F).

Myosin Il and V are present in the sub-plasmalemmal area of
bovine chromaffin cells

What subtype of myosin could be involved in such vesicle
transport? Conventional myosin II and unconventional type V
have been localized in presynaptic terminals [35], and we used
antibodies against these subtypes to test for their presence in
fixed and permeabilized chromaffin cells. Observation under the
confocal microscope revealed the specific labelling of these types

© 2002 Biochemical Society
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Figure 4 Mobility of cortical vesicles is affected by wortmannin and BDM

Initial frames (A, € and E) and average images (B, D and F) from time series of confocal images
visualizing cortical vesicles obtained from control non-treated (A and B), 3 «M wortmannin-
(15 min incubation; € and D) and BDM-treated cells (15 min incubation; D and E). Blurred
average images indicated high mobility, whereas those that are well defined indicate reduced
mobility. Scale bar, 10 zm.

of myosin in these neuroendocrine cells. Both forms are charac-
terized by a punctate pattern that co-localized with F-actin
filaments labelled with rhodamine-phalloidin, as observed in
Figure 5. A close inspection of equatorial confocal images
revealed marked differences in the distribution of these myosin
classes. Myosin II was abundant in the cell periphery, where it
associated clearly with the sub-plasmalemmal F-actin barrier
(Figure 5A). In contrast, myosin V was concentrated in cytosolic
areas, often present in a region surrounding one side of the
nuclear membrane (Figure 5C), and was especially abundant in
a diffuse F-actin network extending from deep zones of the
cytosol to the vicinity of the peripherical F-actin barrier. Ob-
servation of the upper confocal layers corresponding to the cell
periphery showed that even though myosin II is preferentially
present in the sub-plasmalemmal F-actin lattice (Figure 5B),
myosin V is also present (Figure 5D) in variable amounts,
depending on the cell observed. Consequently, we cannot discard
the possibility that both myosin types Il and V could co-operate
to transport vesicles in the area where the vesicles accumulate
after the abrogation of secretion by myosin inhibitors.

© 2002 Biochemical Society

Antibodies to myosin Il and V affect secretion from permeabilized
cells

To understand the possible role of these two types of myosin in
sustaining the secretory response in chromaffin cells, we used
the antibodies described above to test their ability in abrogating the
Ca**-dependent secretory response from populations of cultured
chromaffin cells, as described in previous studies [24]. The
antibodies were present at a 1:200 dilution (1-2 xg/ml) in both
the permeabilization buffer (incubation for 10 min) and the
stimulating media in the presence or absence of 10 uM free Ca**
(stimulated and basal media, respectively). Interestingly, both
antibodies showed very different capabilities in inhibiting net
secretion (stimulated minus basal secretion; see Figure 6), since
antibodies to myosin V were inefficient at modifying the se-
cretory response, causing only a very modest inhibition (20 9,
inhibition compared with the control). This effect is not stat-
istically significant when compared with net secretion obtained
in the absence of antibody treatment or in the presence of
pre-immune immunoglobulins. Instead, cells treated with
immunoglobulins against myosin II were clearly affected in their
Ca®"-dependent secretory response, since net secretion was in-
hibited by 64 9, when compared with controls. This effect was
very similar to that produced by the incubation of the cells with
20 mM BDM (Figure 6); although these values were both very
different from control secretion in non-treated cells, they were
not statistically different from each other. Taken together, these
results indicated very different roles for both types of myosin in
supporting catecholamine secretion, suggesting a preferential
role for myosin II in governing the movement of vesicles in the
proximity of the plasma membrane, where this form is especially
abundant.

DISCUSSION

This study has been designed to evaluate the relevance of myosin
activity in controlling the transport of vesicles from reserve pools
needed to sustain the secretory response during prolonged or
repetitive cell stimulation in bovine chromaffin cells [25]. Previous
biochemical studies have demonstrated the regulation of myosin
function by calcium-dependent phosphorylation of myosin light
chain in parallel with secretion [9-11]. MLCK regulation by
Ca?"/calmodulin may play a central role in linking intracellular
calcium elevation with both vesicle fusion and mobilization. Use
of a variety of chemicals, such as naphthalenesulphonamides
[12,13] and wortmannin [14,15], has implicated MLCK in the
chromaffin cell secretory process. Our present work provides new
insights into the function of myosin in secretion. We demonstrate
its effect on slow secretory components, using high-resolution
kinetic studies in permeabilized individual cells through the use
of wortmannin, BDM and peptide-18, the latter possibly being
the most specific inhibitor of MLCK activity yet synthesized [18].
Since wortmannin has been proven to affect PI 3-kinase activity,
which could influence catecholamine secretion [36], the use of
BDM and peptide-18 has been relevant in implicating myosin in
the secretory process in chromaffin cells. In addition, we have
observed that 100 nM wortmannin, which may inhibit PI
3-kinase activity, influenced neither secretion in permeabilized
cells nor granule mobility in our measurements.

Our functional data show the preferential inhibition of retarded
phases of secretion when continuous stimulation or multiple
pulses were used to deplete mature granules. These results
strengthen the notion of a fundamental role for myosin in the
cargo of vesicles from reserve pools in neuroendocrine models, in
agreement with results obtained in neurons [37].
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Figure 5 Distribution of myosin types Il and V in bovine chromaffin cells

Fixed and permeabilized cells were incubated with antibodies against cardiac myosin 11 (A and B) and squid brain myosin V (C and D) at 1:200 dilutions. After incubation and washing of secondary
antibodies labelled with FITC, the F-actin cytoskeleton was visualized using rhodamine coupled with phalloidin. Fluorescence distribution in equatorial sections (A and G) and upper layers was

investigated using confocal microscopy. Scale bar, 10 zm.

In recent years a number of studies using total internal
reflection microscopy have provided us with a detailed description
of granule motion in the proximity of the plasma membrane
[33,34,38,39]. These groups used either weak bases that accu-
mulate in the interior of acidic vesicles (such as Acridine
Orange or quinacrine, used here) or green fluorescent protein
constructs with vesicular proteins to reach similar conclusions
regarding the restriction of vesicle movement linked to vesicle
tethering or docking. Here the use of confocal microscopy
provides a global vision of this aspect of vesicle mobility
throughout the cytoplasm, from deep regions where granules are
being synthesized to peripheral areas where they accumulate to
constitute reserve pools for sustaining secretion. The vast ma-
jority of particles labelled were spherical, with diameters varying
from 150 to 400 nm (about 300 nm on average, in agreement
with granule size), and in the control, non-treated cells rarely
stayed within the confocal plane (estimated in 500 nm) for more
than a few seconds (ROI analysis of individual granules showed
average periods of 3-4s). This dynamic behaviour changed
upon treatment of the cells with myosin inhibitors, which
drastically reduce vesicle motility, causing the majority of
granules to remain in the confocal plane throughout the period
of study (in the order of minutes). This reduction in granule

motility throughout the whole cytoplasm suggests that myosin-
dependent transport systems play a role in catecholamine sec-
retion and would explain the marked effect of these agents in the
functional amperometrical studies presented here. This analysis
is in agreement with studies of the sub-plasmalemmal region
using total internal reflection microscopy [33,34].

What might be the myosin class involved in such a function?
Previous studies have shown labelling of abundant myosin
beneath the plasma membrane of chromaffin cells [11,15], which
has been recognized here as type II conventional myosin
associated with the F-actin network. In addition, specific labelling
of chromaffin cells with an antibody against myosin V from
squid brain cytosol [28] shows that this subtype is present and
abundant in deeper areas of the cytosol; the situation is similar
in neurons, where both myosin II and myosin V have been
localized in the synaptic terminals [19,35]. Clearly, distribution
and labelling aspects suggest the involvement of myosin V in
transport of vesicles or other organelles from the limits of the
endoplasmic reticulum to the cell periphery (see Figure 5C), and
the co-operation of both types of myosin in accomplishing
vesicle transport through the exocytic pathway could not be
ruled out. Nevertheless, the preferential abrogation of Ca®"-
dependent catecholamine release in permeabilized cells using
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Figure 6 Anti-myosin Il antibodies affect the release of catecholamines
from populations of digitonin-permeabilized chromaffin cells

Cultured chromaffin cells (200000 cells/1 cm-diameter well) were first incubated for 3 h with
[*H]noradrenaline and then washed extensively as described in the Materials and methods
section. Cells were permeabilized with 10 M digitonin for 10 min in the presence or absence
of 1:200 dilutions of antibodies against myosin Il @MYO0-2) and V (aMY0-5). Secretion was
then elicited for 10 min in a medium lacking or containing 10 xM free Ca’*, again in the
presence or absence of the antibodies assayed. In addition, some wells were treated with
20 mM BDM for 15 min prior to cell permeabilization. Net catecholamine secretion was
calculated as the difference between the presence and absence of Ca?* for every experimental
condition. Secretion is expressed as a percentage of catecholamine released in the absence of
added calcium in non-treated cells (basal secretion). Incubation with pre-immune antibodies did
not affect the control response. P values were calculated using the Student’s ¢ test for paired
samples (12 wells for experimental condition).

antibodies against myosin Il and the relatively minor effects
displayed by anti-myosin V suggest the pivotal role of the type II
form in participating in or controlling some of the molecular
events taking place during exocytosis of catecholamines in neuro-
endocrine chromaffin cells. Further research using molecular
tools designed to interfere specifically with myosin classes is
clearly needed to establish the precise nature of myosin molecules
involved in different stages of vesicle transport and exocytosis in
this neuroendocrine cellular model.
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Differential participation of actin- and tubulin-based
vesicle transport systems during secretion in bovine
chromaffin cells
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Abstract

The role of cytoskeletal elements in vesicle transport occurring during exocytosis was examined in adrenal medullary bovine chromaffin
cells maintained in culture. Amperometric determination of depolarization-dependent catecholamine release from individual intact cells
treated with actin or myosin inhibitors showed alterations in the fast and slow phases of secretion when compared with untreated cells.
In contrast, microtubule disassemblers or stabilizers have a moderate effect on secretion, only affecting the release of slow secretory
components. In experiments using confocal dynamic microscopy we have observed the drastic effect of actin and myosin inhibitors in
abolishing vesicle movement throughout the cytoplasm, and the inhibition of granule mobility in deep perinuclear regions caused by the
microtubule stabilizers. Following loss of mobility, vesicles were associated with filaments of F-actin or microtubules. In addition, the
mobility of cortical vesicles was affected by actin—-myosin inhibitors but not by microtubule inhibitors. The study of cortical cytoskeleton
in living cells showed vesicles associated with dense tubular F-actin structures, with microtubules appearing as low density networks.
These findings suggest that the distribution and density of both cytoskeletal elements in the cortical region may influence the

recruitment of vesicle pools during secretion.

Introduction

Neuroendocrine chromaffin cells release their secretory materials,
stored in specialized granules, by exocytotic fusion of the vesicle
and plasmalemmal membranes (Viveros, 1974). Exocytosis is initiated
by Ca*" entry through voltage-dependent channels and it is sustained
for minutes. Since most chromaffin granules are excluded from the
subplasmalemmal region (Burgoyne et al., 1982; Plattner et al., 1997),
granule transport is required to refill the exhausted releasable vesicle
pools. Protein motors associated with cytoskeleton such myosin—actin-
and kinesin—tubulin-based systems might cooperate to provide such
organelle transport toward the sites of exocytosis (for a review see
Brown, 1999). The participation of both systems in vesicle transport
has been demonstrated in a variety of cells, including neurons (Llinas
et al., 1985), where axonal transport is clearly dependent on micro-
tubules (Heidemann et al., 1981), whereas synaptic vesicle movements
are dependent on myosin—actin interactions (Bernstein & Bamburg,
1989; Mochida et al., 1994; Ryan, 1999). However, the relative roles of
these two transport systems is still uncertain in neuroendocrine cells.
Traditionally it has been assumed that the F-actin network beneath the
plasma membrane acts as a cortical barrier preventing vesicle access to
docking sites (Trifard et al., 1984; Perrin & Aunis, 1985); this physical
clamp is removed by network disruption after cell stimulation (Cheek
& Burgoyne, 1986). More recently, several studies using direct visua-
lization of cortical vesicles (within 300—400 nm of the cell membrane)
through evanescent-wave microscopy in living PC12 cells (Lang et al.,
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2000) and in chromaffin cells (Oheim & Stiihmer, 2000; Johns et al.,
2001), have suggested an active role for an actin—myosin transport
system in vesicle translocation. In addition, myosin plays an important
role in the transport of vesicles in deeper regions of the cytoplasm, as
has been shown recently by dynamic confocal microscopy (Neco et al.,
2002). In contrast, the function of microtubule-based motors such as
kinesin is less understood, although there is some evidence that
microtubule inhibitors and stabilizers influence the release of catecho-
lamines studied in populations of cultured chromaffin cells (McKay &
Schneider, 1984; Thuret-Carnahan et al., 1985).

The present study has been undertaken to provide a detailed
description of the function of actin-myosin and microtubule-asso-
ciated motors in chromaffin cell vesicle transport, by using different
inhibitory and stabilizing agents for these cytoskeletal elements. We
have combined the high temporal resolution of amperometric mea-
surements of exocytosis in single intact chromaffin cells with dynamic
confocal microscopy to visualize granule mobility in both internal and
peripheral cytoplasmic areas of living single cells. The results suggest
that both systems are implicated but play different roles in chromaffin
cell granule transport in the proximity of the exocytotic sites, which
may account for the difference between myosin—actin- and micro-
tubule-affecting drugs when altering secretory components.

Materials and methods

Isolation and culture of bovine chromaffin cells

Chromaffin cells were prepared from bovine adrenal glands by
collagenase digestion and further separated from debris and erythro-
cytes by centrifugation on Percoll gradients as described elsewhere
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(Almazan et al., 1984; Gil et al., 1998). Cells were maintained in
monolayer cultures using Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum, 10 uM cytosine
arabinoside, 10 uMm 5-fluoro-2’-deoxyuridine, 50 IU/mL penicillin and
50 pg/mL  streptomycin, and maintained in 35-mm Petri dishes
(500000 cells/dish; Corning Inc., Corning, NY, USA). Cells were
used between the second and fourth day after plating. All experiments
were performed at room temperature (21-22°C). Chemicals were
from Sigma (Sigma Co, Madrid, Spain).

Measurement of catecholamine secretion from individual
cultured chromaffin cells by amperometry

Carbon-fibre electrodes of 11-pm-diameter tips and insulated with
polypropylene were employed to monitor the release of the catecho-
lamine content from individual chromaffin granules in cells under
superfusion with a Krebs/HEPES basal solution (composition in mM:
NaCl, 134; KCl, 4.7; KH,PO,, 1.2; MgCl,, 1.2; CaCl,, 2.5; glucose,
11; ascorbic acid, 0.56; and Hepes, 15; pH adjusted to 7.4 using a
NaOH solution) as described elsewhere (Gil et al., 1998; Criado et al.,
1999). Electrodes were positioned in close apposition to the surface of
the cells using high precision hydraulic micromanipulation assessing
cell membrane deformation using an Axiovert 135 inverted-stage
microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) mounting Hoffman optics
(Modulation Optics, Greenvale, NY, USA). Electrical connection
was accomplished with mercury and a potential of 4650 mV vs. an
Ag/AgCl bath reference electrode was applied using an Axopatch 200
A amplifier (Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA). Electro-
chemical current due to catecholamine oxidation was digitized with an
A/D converter (ITC-16, Instrutech Corp., Great Neck, NY, USA) and
recorded at 200 ps/point using the program PulseControl (Herrington
& Bookman, 1994) runing on top of the graphical software Igor Pro
(Wavematrics, Lake Oswego, OR, USA) in a PowerMac 7100 com-
puter. Cells were stimulated by superfusion with depolarizing 59-mm
high potassium solution, obtained by replacing isosmotically NaCl by
KCI. This solution was applied through a valve-controlled puffer tip
commanded by the acquisition software and disposed near the cell
under study. Intact cell treatment with 2,3-butanodione monoxime was
performed by using a 20-mM concentration in basal medium and
during 15 min exposure prior to cell secretion measurements. Treat-
ment of intact cells with the F-actin stabilizing drug phalloidin was
performed overnight with a 1-puM concentration. To study the influence
of microtubule-associated activity on secretion, cells were treated with
the destabilizing agent vinblastine at a 10-uM concentration or with
1 pM of the microtubule stabilizing chemical taxol during 15 min prior
to depolarization-induced secretion.

Chromaffin granule mobility and distribution of F-actin and
microtubules, using dynamic confocal microscopy

Cells were loaded with quinacrine using a 4-uM concentration in
culture medium for a 10-min period. After that, fluorescent emission
from quinacrine trapped in the acidic vesicles was investigated using
an Olympus Fluoview FV300 confocal laser system mounted in a BX-
50 WI upright microscope incorporating a 100x LUMPIlan FI water-
immersion objective. This system allows for z axis reconstruction
(theoretical z slice of ~0.5 um thick) and time-lapse dynamic studies
with time resolutions ranging from 0.1s for 200 x 150-pixel image
acquisition (adequate for region studies) to ~0.6s for images of
400 x 300 pixels (for visualization of the entire cell). Analysis of
frames was performed using the public domain program ImagelJ
(http://rsb.info.nih.gov/ij/ ) with Plugins for region of interest (ROI)
measurement, image average, vesicle tracking and comparison of
multiple channel images. Distribution of the F-actin network was

studied using rhodamine coupled to phalloidin in intact cells. Since
this chemical has low permeability throughout the plasmalemma,
intact cells in culture media were incubated with 1 pum for 30 min at
37 °C; in this way a low percentage (5—-10%) of the cells were labelled
at the fluorescence level enabling z-axis confocal reconstructions.
Microtubules were visualized in intact cells using 1 uM taxol con-
jugated with Bodipy 564/570 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).
Incubation of this compound for 15-20min at 37 °C allowed the
efficient labelling of the total population of cultured chromaffin cells.

Student’s 7-test for paired samples or two-way ANOVA were used to
establish statistical significance among the different experimental data
(samples were considered significantly different when P < 0.05). Non-
Gaussian data distributions were analysed using the nonparametric
Mann—Whitney U-test. Data were expressed as mean £ SEM from
experiments performed in a number () of individual cells from at least
three different cultures.

Results

Actin—-myosin and microtubule inhibitors had a differential
effect on early and late catecholamine release responses
from single chromaffin cells

The function of actin—myosin molecular motors in modulating the
secretory components of intact chromaffin cells was studied by using
phalloidin as an actin-stabilizing agent as well as by treating the cells
with 2,3-butanodione monoxime (BDM), a chemical inhibiting myo-
sin ATPase activity (Herrmann et al., 1992). Phalloidin, 1 uM, incu-
bated for 12h and 20mM BDM incubated for 15 min altered the
vesicular release evoked by 59mM KCl depolarizing solution, as
can be observed in the amperometric traces of Fig. 1. These agents
decreased the number of vesicles fusing at times >5s after cell
depolarization; they also produced a more prominent decrease of
secretory activity during the initial spike burst. These observations
were confirmed by the integration and averaging of experiments
conducted with numerous cells (15-65) per experimental condition,
as shown in Fig. 1B. The characteristics of these cumulative curves
representing single-cell secretory kinetics were clearly affected by
these chemicals. Phalloidin and BDM altered catecholamine release
kinetics soon after stimulation, and produced inhibitions ranging from
45 to 60% of the maximal response obtained in control cells.

In contrast, microtubule inhibitors such as vinblastine and the
stabilizing agent taxol had a modest impact on secretion. Incubations
of 15min with 10 pM vinblastine, or 1uM taxol, known to affect
microtubule organization and secretion from cell populations (Mckay
& Schneider, 1985; Thuret-Carnahan et al. 1., 1985), produced a
25-30% inhibition of the secretory response (Fig. 1B). More interest-
ing, the slow secretory components, released 20-25 s after initiation of
cell depolarization, were the most affected, with little or no effect seen
in the initial burst of secretion (Fig. 1A and B). All the reported
alterations of secretion were statistically significant (Student’s #-test):
P < 0.05 for vinblastine- or taxol-treated cells and <0.01 for BDM- or
phalloidin-incubated cells when compared with controls.

Myosin inhibitors altered the release of fast releasable secretory
vesicle pools and differed from tubulin-affecting drugs in their
kinetic effect

The results presented above suggest a different effect of tubulin and
actin—myosin inhibitors on secretory vesicle pools recruited in chro-
maffin cells stimulated by continuous depolarization. To further study
these differences, we designed experiments combining both types of
cytoskeletal-affecting chemicals and using short repetitive stimulation
of the cells for a better appreciation of such effects in vesicle

© 2003 Federation of European Neuroscience Societies, European Journal of Neuroscience, 18, 1-10



50 pA | 59 mM KCI

CONTROL

1 uM PHALLOIDIN

bl L

20 mM BDM

I. M woll e -

10 uM VINBLASTINE

,Ll;'.nll. Ll l Ll
1 uM TAXOL

lLll ]

CURRENT INTEGRAL (pC)

Actin—myosin and microtubule transport in chromaffin cells 3

—— CONTROL 59 mMKCI
1 uM PHALLOIDIN
---- 20 mM BDM

10 uM VINBLASTINE
— - 1 uM TAXOL

400 —

300

200 —

100 —

FI1G. 1. Secretory kinetics of individual intact chromaffin cells treated with actin—-myosin or microtubule activity inhibitors. After cell treatment with 20 mm BDM,
10 pM vinblastine or 1 pM taxol for 15 min, secretion was elicited by cell depolarization using a Krebs/HEPES-based 59-mM KCl solution for 1 min. Cells were
incubated in 1 pM phalloidin for 12 h. Secretion was monitored by amperometry. (A) Amperometric current traces representative of experiments performed under
varying conditions. (B) Cumulative integrals representing averaged secretion. After integration of individual traces, the average curve was obtained for control
(n=65), 20 mM BDM- (n = 15), 1 uM phalloidin- (n =27), 10 uM vinblastine- (n =32) and 1 uM taxol-treated cells (n = 19). Current integral values (mean + SEM,
pC) at 1 min were 352 +29 (Control), 143 + 22 (BDM), 177 & 29 (phalloidin), 265 4 29 (vinblastine) and 233 + 30 (taxol). *P < 0.05, **P < 0.01 using Student’s

t-test when compared with control cells.

recruitment. The preferential inhibition of fast releasable components
manifested in the presence of BDM could be studied using short and
repetitive stimulations of chromaffin cells, in which the presence of
BDM produced a 25% inhibition of secretion by the second pulse
following the initial test whereas this effect was absent in cells
incubated with vinblastine alone (Fig. 2). Furthermore, the preferential
inhibition of slow secretory components by tubulin inhibitors was
evident when after only five short depolarizations the level of secretion
reached that obtained with the combination of the two chemicals. The
functional experiments with these drugs, which affect actin, myosin
and tubulin, clearly suggest the different role for tubulin in controling
the secretion of slow components whereas actin—-myosin function
affected the release of both slow and fast releasable vesicle pools.
This effects on fast components agrees well with that reported using
alternative myosin inhibitors such as wortmannin or the specific
MLCK inhibitor Peptide-18 on the calcium-evoked response of per-
meabilized chromaffin cells (Neco et al., 2002).

Phalloidin abrogated vesicle mobility in regions of the cytoplasm
of chromaffin cells visualized by dynamic confocal microscopy

In order to determine the possible causes of the different effect caused
by actin—-myosin and tubulin inhibitors on catecholamine secretion, we
studied the mobility of chromaffin granules in different regions of the
cell cytoplasm using laser confocal microscopy. Chromaffin granules
were labelled with 4 uM quinacrine for 10 min at 37 °C before confocal
images were acquired, of central sections of ~500 nm, of the total area
of the cell (20 x 20 pm area acquired at 1 Hz). Figure 3A shows time-
lapse images of control nontreated cells using dynamic confocal
microscopy. Vesicle movement was evident with granules maintaining

their position in the confocal plane for periods ranging from 2 to 7 s; in
consequence, confocal images of an equatorial cellular plane changed
continuously in a sequence of six frames separated by 10-s intervals
(Fig.3A). Furthermore, vesicle movement was very noticeable when
observing the averaged image of 60 frames taken over 1 min, in which
a blurry and dense representation of moving granules can be seen
(Fig.3B). A further confirmation of such vesicle mobility can be
obtained studying quinacrine fluorescence in a region of interest
(ROI) covering the movements of 2-3 vesicles (area of
~2 x 2 um). The variation in fluorescence indicated that the granules
were entering and leaving the studied ROI at intervals of 3—7 s (Fig. 3E,
control). Furthermore, a number of granules staying in the confocal
plane for >10-20s (n =135, corresponding to 11 cells) were tracked
at higher magnification (regions of 4 x 4 um) and their displacement in
the x-y plane calculated and represented in the distribution shown in
Fig. 3F, obtaining and average displacement of 3.75 £ 0.50 um/20s.
These data demonstrate that the elevated mobility of cytoplasmic
granules in control cells was unrelated to plane flickering or changes
in the signal-to-noise ratio. This behaviour was observed in an elevated
number of cells in resting basal or stimulated conditions and for
periods ranging from a few minutes to >2h at room temperature.
Therefore, we decided to perform further experiments in basal non-
depolarizing medium. Initial experiments analysing the participation
of actin—myosin motors for vesicle transport were performed using
1 pM phalloidin for 10 min before acquiring confocal images of the
granules labelled with quinacrine. Cell treatment clearly resulted in a
drastic change in vesicle motion; confocal imaging showed there was a
marked restriction in granule movement which affected the majority of
vesicles 10-15min after initiation of the observations. Figure3C
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F1G. 2. Myosin and microtubule inhibitors affect different secretory components in intact chromaffin cells. The capability of intact depolarized cells to recruit fast or
slow secretory ‘pools’ was studied by using six successive 10-s depolarizations. Cells were treated with 10 uM vinblastine or 10 pM vinblastine in addition to 20 mM
BDM for 15 min. (A) Effect of these chemicals on secretion stimulated by continuous depolarization. (B) Rate of vesicle recruitment. The cumulative integrals were
averaged for individual pulses in each experimental condition, assayed and represented as a percentage of the initial pulse. Data are means £+ SEM from experiments
performed in 38 (Control nontreated), 21 (10 uM vinblastine) and 21 (10 uM vinblastine and 20 mM BDM) cells. *P < 0.05, **P < 0.01 using Student’s -test when
compared with control cells, *P < 0.05 when compared with vinblastine-treated cells.

shows a typical cell under these conditions; there is no evident change
in images taken at 10-s intervals, and the averaged image of 60 con-
focal frames taken over 1 min is well defined and shows the position
maintained by each granule during the period of observation (Fig. 3D).
Measurements of fluorescence intensity in ROIs containing 3—4 gran-
ules also indicated a marked stability as can be seen in Fig. 3E. These
results also show that there was no detectable bleaching of the
fluorescent dye in our conditions. Finally, vesicle tracking for granules
(86 granules of nine different cells) indicated a clear reduction in
vesicle mobility detected in the x-y plane, obtaining on average
1.18 £0.1 um/20s, 1/3 of the mobility found in control cells (Fig. 3F).
These differences were statistically significant (P < 0.0001) when
compared with control mobility using the nonparametric Mann—
Whitney U-test. If, instead of pooled data, the analysis was perform-
ed for individual cells, mobility in control cells ranged from 2.7 to
4.8 um/20 s with an average value of 3.9 + 0.4 um/20s (n =11 cells),
and values of 0.7-2.0 um/20s (mean of 1.0 £0.1 um/20s, for n=9
cells) were obtained in phalloidin-treated cells. Again in an individual
cell analysis, these differences were statistically significant (P < 0.001
using the Mann—Whitney U-test). These observations suggest the
involvement of actin-dependent motors in the motility of vesicles
throughout the chromaffin cell cytoplasm and agree well with results
obtained for the subplasmalemmal area using total reflection micro-
scopy (Lang er al., 2000; Oheim & Stiihmer, 2000). In addition,
myosin involvement has been proven in similar experiments per-
formed with cells treated with 20 mM BDM, obtaining an average
displacement of 1.35+ 0.2 um (n =108 granules in 12 cells).

The effect of taxol on the mobility of granules was most
predominant in deep regions of the cytoplasm

We next studied the involvement of tubulin-based vesicle transport in
our cells with the aim of explaining the differences found in the

functional experiments in single cells. Taxol conjugated with Bodipy
564/570 was used to visualize microtubules and also affect vesicle
transport linked to this cytoskeletal network. The confocal images of
microtubule and vesicle distribution from a typical experiment using
1 pM labelled taxol for 15-20 min are shown in Fig. 4A. Interestingly,
taxol labelled a dense perinuclear network that was almost absent at
the cell periphery leaving extended areas of the cytosol near the plasma
membrane without labelling. This distribution was in contrast to the
characteristic dense cortical network of F-actin found using confocal
microscopy (Vitale et al., 1995; Gil et al., 2000), and it matches
perfectly with microtubules labelled with antibodies against tubulin
(data not shown). The confocal time series showed a marked difference
in the mobility of granules present in areas presenting abundant
microtubules when compared with zones devoid of them. Most of
the vesicles located in areas presenting higher levels of taxol labelling
(red) as indicated by arrow 1 in Fig. 4A were immobilized; as a result,
they presented minor variations in fluorescence in the ROI selected
from this region (Fig.4B). In contrast, vesicles present in regions
where microtubules were absent presented mobility indiscernible from
granules in control nontreated cells, as can be observed in both the 10-s
interval images and the variations of fluorescence in a ROI selected
from region 2 (Fig. 4). An analysis of the trajectories observed in these
granules resulted in averaged values of 1.6+ 0.2 um/20s for the
granules present in regions with dense taxol staining and
3.9+£0.2um/20s for the more peripheral vesicles (Fig.4E). These
differences were statistically significant obtaining a P < 0.0002 value
in the Mann—Whitney U-test. A statistical analysis for the x—y mobility
data obtained in individual cells gave mean values of 1.6 £0.2 and
3.6 0.3 um/20s for central and peripheral vesicles, respectively
(P <0.002, n=38 cells). In agreement with these experiments, treat-
ment of the cell with 10 uM vinblastine for 15 min in experiments
conducted in 11 cells from different cultures produced the preferential

© 2003 Federation of European Neuroscience Societies, European Journal of Neuroscience, 18, 1-10



4004
. —CONTROL
z — PHALLOIDIN
u
U 3004
Ll
o
0
0 a0
-
'
foo T T 1
] 20 TIME (5) i} B0

Actin—myosin and microtubule transport in chromaffin cells 5

_ OCONTROL  375:080ym
Ll O PHALLOIDIN 118£010pm
|
0 57
S
}I
L, [

0 15
- jl | |
[TRIE
a
& 0 - J—H_—-—‘ =
| | ] | |
0 . ] £ ] 0

XY VESICLE DISPLACEMENT (sm/ 20)

F1G. 3. Vesicle mobility observed by dynamic confocal microscopy in control untreated and chromaffin cells treated with phalloidin. Chromaffin cells were incubated
with 4 uM quinacrine for 10 min and granules visualized by dynamic confocal microscopy as indicated in Methods. (A) Time series of confocal images taken at 10-s
intervals from control cells. (B) Averaged image from 60 frames taken at 1 Hz. (C) Frames obtained as in panel A from a cell treated with 1 um phalloidin for 15 min.
(D) Averaged image of phalloidin-treated cell. (E) Fluorescence changes of ROI selected in a control (indicated in panel B) and a phalloidin-treated cell (indicated in
panel D). (F) Distribution of total displacement over 20 s calculated by measurent of the x-y coordinates for the centroid corresponding to tracked granules in control

(n=135) and phalloidin-treated cells (n = 86). Scale bar, 10 um.

immobilization of vesicles in cytoplasmic regions adjacent to the
nucleus (data not shown) whereas in peripheral regions there were
regions where high vesicle mobility was observed.

Vesicles were immobilized in both actin- and tubulin-stained
filaments in the interior of the cytoplasm

Treatment of chromaffin cells with inhibitors of actin—-myosin and
microtubule function affected vesicle mobility in internal regions of
the cytoplasm where networks of F-actin and polymerized tubulin are
present forming an intricate cage system. We analysed the movement
of these vesicles in relation to the cytoskeletal network to discern
wether this lack of movement was caused by restriction inside narrow
structural cages or by immobilization upon binding to F-actin or
microtubules, which may indicate the active role of these cytoskeletal
elements in directing vesicle transport. Firstly, we labelled intact cells
with rhodamine—phalloidin as mentioned above, and we used high
magnification confocal images from internal regions where there was
dense F-actin network. These images of ~5 x 3 pm could be sampled

at 10 Hz and clearly depicted the movement of vesicles in relation to
F-actin cages of ~1-3 pm wide. As can be observed in the example of
frame sequence depicted in Fig. 5A, vesicles were strictly immobilized
in association with the F-actin filaments; literally every vesicle seemed
to be linked with this cytoskeletal network during 1-min period of
recording. In experiments performed with cells from different cultures
and varying the period of time between initiation of incubation with
phalloidin and the observation time it was noticed that, in many cells
where the rhodamine-phalloidin labelling was apparent a few min after
incubation, there were initially vesicles already bound to F-actin as
well as others moving inside the cytoskeletal cages. As time passed,
however, the vast majority of the vesicles were trapped in the F-actin
filament and after 20-25 min most of the vesicles were immobilized
and were associated with decorated F-actin filaments (54 granules of a
total of 59 were immobilized in images obtained in seven cells treated
with rhodamine—phalloidin).

This type of experiment was also performed for cells labelled with
taxol, in the conditions described above; again, a close examination of
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F1G.4. Dynamic confocal microscopy of chromaffin granule mobility in cells treated with taxol conjugated with a fluorophore. Cells were treated with 1 uMm taxol
conjugated with Bodipy 564/570 for 30 min (red) and quinacrine (green) as described in the previous figure before confocal images were acquired at 1-s intervals. (A)
Time-series. Frames visualizing chromaffin granules and microtubules at 10-s intervals. (B) Quinacrine fluorescence changes in ROIs with dense presence of
microtubules (arrow 1) and devoid of them (arrow 2). (C) Distribution of total desplacement during 20 s calculated by measurent of the x-y coordinates for the centroid
corresponding to tracked granules in areas of dense taxol labelling (n=67) and peripheral areas devoid of dense label (n=97). Scale bar, 10 pm.

the labelled structure showed cages of variable size from 2 to 4 um
distance between adjacent microtubules. As occurred with phalloidin
treatment, it seems apparent that some vesicles were immobilized in
clear association with the microtubule network, as can be observed in
Fig. 5B; however, in this time sequence there was also evidence of
vesicles moving inside the cages. Even after 30 min of incubation with
1 uM taxol some vesicles moved inside the cytoskeletal network whilst
most of the vesicles found in deep cytosolic areas were relatively static
(56% of the 71 vesicles observed in nine cells). Taking together, these
experiments demonstrating the association of immobilized vesicles
with both F-actin filaments and microtubules strongly suggest the
cooperative role of these cytoskeletal proteins in the active transport of
vesicles inside the cytoplasm.

Cortical granules were immobilized by phalloidin but not by
microtubule affecting chemicals

To understand the effect of actin and tubulin inhibitors on secretion it
was essential to study granule movement in the cortical subplasma-

lemmal area where releasable vesicles are located. Confocal micro-
scopy was used to visualize the upper portion of the cells, and z-axis
objective movement was controlled with a 0.1-pm interval precision
until the first image of the cell showing the most peripheral granules
appeared. Time-lapse images of control cells were then recorded at
different time intervals (from 0.1 to 1s per frame) for 1min in
>25cells from several cultures. Brilliant granules, being the most
external ones and therefore immersed in the confocal plane, remained
relatively static showing a restriction of mobility after vesicle docking
whereas during the 1-min period studied other granules visited and quit
the confocal plane indicating their elevated mobility in the cortical
zone. This behaviour was analysed comparing the first frame of time-
lapse sequences (Fig. 6A) with the averaged image of the entire period
(Fig.6B). Relatively static granules are seen as brilliant and well
defined images contrasting to the lower intensity and blurry fluores-
cence characteristic of moving granules, transient visitors to the
confocal plane. After treatment with phalloidin under conditions
described in the previous section, movement of cortical vesicles
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F16.5. Vesicles immobilized in the decorated filaments of actin and micro-
tubules. Time-series of confocal images obtained in cells treated with (A) 1 um
phalloidin—rhodamine or (B) 1 uM taxol conjugated with Bodipy 564/570 for
30 min, before granules were labelled with quinacrine. Each frame is separated
by 10-s intervals. Scale bars, 1 pm.

was heavily restricted as observed in the initial frame and averaged
image in Fig. 6C and D. Experiments performed in 15 cells from three
different cultures demonstrated that phalloidin treatment resulted in
the immobilization of cortical vesicles, paralysing the activity of
visiting vesicles, which were reduced from being 40% in controls
to 8% of the vesicles in phalloidin-treated cells (Fig. 6G). This change
in cortical vesicle mobility was also noticeable upon treatment with
myosin inhibitors, as recently shown using wortmannin (Neco et al.,
2002). Interestingly, chromaffin cell treatment with taxol did not seem
to affect cortical mobility in an obvious way (42% of ‘visitors’,
n=14). Image sequences recorded from these cells resembled those
of control nontreated cells, indicating the presence of relatively
immobile docked granules as well as multiple moving ‘visitors’ as
seen in panels E (initial frame) and F (averaged image) of Fig.6.
Again, cells preincubated with 10 uM vinblastine (n =7) showed no
changes in cortical granule mobility (data not shown).

Structure of F-actin and polymerized tubulin cortical networks
in living chromaffin cells

The above results indicate the capacity of F-actin and microtubule
networks to immobilize vesicles in the presence of specific drugs and
therefore constitutes transport systems in different cytoplasmic cel-
lular areas. Nevertheless the distinct behaviour of vesicles in the
cortical zone when treated with phalloidin and taxol strongly suggests
a different organization of these cytoskeletal elements in the sub-
plasmalemmal area. To study the cytoskeletal topology in the cell
periphery we incubated intact chromaffin cells with these drugs for
30 min or more, ensuring an intense labelling to allow the reconstruc-
tion of the network with confocal images obtained with a closed
pinhole every 200 nm from the upper membrane layer of the cells. The
numerous images captured from phalloidin-treated cells revealed a
complex and dense network of F-actin shown in the example of Fig. 7.
The upper layer shows few chromaffin granules (Fig. 7A), which are
most probably docked or tethered, and literally surrounded by rings of
F-actin. The presence of these rings was maintained along the z-axis
(see panels B-D), appearing as narrow tubular structures leaving a
barely open space to conduct granules one by one. The F-actin network
has a maximum density between 200 and 400 nm from the cell limit. At
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F1G. 6. Mobility of cortical vesicles was affected by phalloidin but not by taxol.
Initial frame (A, C and E) and average image (B, D and F) from time-series of
confocal images visualizing cortical vesicles obtained from control nontreated
(A and B), 1M phalloidin (15 min incubation, C and D) and 1puM taxol
treated cells (15 min incubation, D,E). (G) Estimation of fast moving vesicles
(“visitors’) in the different experimental conditions. Scale bar, 1 pm.

large distances this cytoskeletal structure had more open spaces, of at
least 2 x2pum, and forming polygonal cytoplasmic cages (see
Fig.7D). The complexity and the close association with cortical
vesicles of this tubular structure may explain its capability of immo-
bilizing them in the presence of rhodamine—phalloidin and the ability
of actin and myosin inhibitors to affect fast secretory components.
These structures were observed in reconstructions from nine cells of
three different preparations.

In contrast, chromaffin cells labelled with taxol presented a very
different cortical structure, as seen in Fig. 8. The upper confocal layer
was characterized by a low density structure of microtubules in the
form of wide honeycombs with the vesicles located in the empty spaces
(Fig. 8A). Deeper into the cells, this structure became more irregular in
size and form. Even after a prolonged period of incubation with taxol,
some vesicles could be observed in association with these structures
while others appeared moving inside these cages (see Fig. 8A panels C
and D). Similar structures were observed in 11 cells from three
different preparations. From these reconstructions it could be inferred
that, in the proximity of the plasmalemma, vesicles are associated with
a dense network of F-actin forming tubular structures orientated
toward the plasma membrane, and polymerized tubulin is also present
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F1G.7. Cortical structure of F-actin. Incubation of intact cells with 1pum
phalloidin coupled to rhodamine for 30 min to label F-actin in intact cells
and vesicles were visualized with quinacrine as mentioned in previous Figs.
Confocal images were taken every 200 nm in the z-position starting from (A) the
upper limit of cells, and (B-D) progressing towards the cell interior (400 nm, B;
600 nm, C; and 800 nm, D). Scale bar, 2 um.

FI1G. 8. Microtubular cortical structure. Confocal series of multiple z-positions
of cells labelled for 30 min with 1 um of taxol coupled to Bodipy 564/570.
Images were taken as described in Fig. 8. Scale bar, 2 um.

forming a low density network. Inside the cytoplasm, however, both
F-actin and microtubules form cage structures of similar density and
chromaffin granules seem to attach to both of them.

Discussion
Differential effect of myosin—actin and microtubules inhibitors
in the secretory phases of chromaffin cells in culture

In this study we have defined the differential role of actin—-myosin and
microtubules in sustaining the secretory response during prolonged or

repetitive stimulation of single bovine chromaffin cells. The results
obtained here with phalloidin and the myosin inhibitor BDM have
demonstrated the participation of an actin-myosin transport and is
consistent with experiments performed in permeabilized chromaffin
cells using wortmannin and peptide-18 (Lukas et al., 1999) as alter-
native myosin-affecting chemicals (Neco et al., 2002). Furthermore,
we have also demonstrated the effect of these chemicals affecting
actin—myosin-based function in the release of fast secretory compo-
nents, an effect which was clearly manifested when compared with the
inhibition of secretion caused with microtubule-affecting drugs. Since
we have shown that the initial secretory burst is insensitive to low
concentrations of botulinum neurotoxin A, affecting predocked vesicle
pools (Gil et al., 1998), we suggest that myosin inhibitors may
influence postdocking events of the secretory cascade. Nevertheless,
the results obtained using myosin inhibitors when repetitive stimula-
tions were used to deplete rapidly releasable secretory components
strongly support the fundamental role of myosin—actin transport
systems in the supply of granules from reserve pools in neuroendocrine
cells, in a manner similar to their role in neuronal models (Mochida
et al., 1994; Ryan, 1999).

In contrast with the results obtained for myosin inhibitors, tubulin-
affecting chemicals inhibited the release of slow phases of secretion in
continuous stimulation and late pulses in repetitive depolarization.
Since these phases are ATP-dependent and sensitive to low concen-
trations of botulinum neurotoxin A (Gutiérrez et al., 1997), it might be
composed of reserve vesicles in predocking phases of secretion (Gil
et al., 1998; 2000).

Dynamic confocal microscopy studies suggest two types of
cytoskeletal-mediated transport operating inside the chromaffin
cell cytoplasm

In order to understand the causes of the differential effect produced by
actin-myosin and microtubule inhibitors in secretion it appeared
essential to examine vesicle mobility under the experimental condi-
tions assayed. Dymamic confocal microscopy shows that most of the
vesicles are located in a cytoplasmic area extending from 0.5 to 2 um
of the cell limits and offers a complementary view of the studies
performed using total internal reflection microscopy describing gran-
ule motion in the immediate vicinity (0.3 pum) of the plasma membrane
(Steyer & Almers, 1999; Oheim & Stiihmer, 2000; Johns et al., 2001).
The high mobility characteristic of chromaffin granules changed
drastically after treatment with phalloidin and myosin inhibitors, such
that most of the observed granules remained in the confocal plane
during the time period studied, suggesting that myosin—actin transport
systems play a pivotal role in granule mobility throughout the entire
cell cytoplasm and explaining the marked effect of these agents in the
kinetics of secretion. Interestingly, inhibitors or stabilizers of micro-
tubules affect the mobility of a reduced population of granules mostly
present in internal cytoplasmic regions adjacent to the nucleus.

Our studies using simultaneous labelling of vesicles and polymer-
ized actin and tubulin showed that, upon labelling of these structures
with phalloidin and taxol, many chromaffin granules appeared immo-
bilized in association with the cytoskeleton. Indeed, if granules move
along actin bundles as has been suggested for a fraction of vesicles in
PC12 cells (Lang et al., 2000), this would explain why a vesicle bound
through myosin to F-actin would not be able to step forward in the
decorated surface of its actin rail, and the same principle would be
applied to kinesin movement over taxol-labelled microtubules. This
directed vesicle movement would be active in zones with a dense
filamentous network such as the internal regions of microtubules and
the cortical zone of F-actin and may coexist with a random diffusion
movement of vesicles inside structural cages. Vesicle transport seems
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to be optimal in resting conditions as stimuli did not increase vesicle
mobility; therefore, stimulation might provide cytoskeletal reorgani-
zations allowing granule access to active sites. In any case, the
alteration of vesicle transport, studied here in resting conditions, would
in addition be expected to affect granule mobility during secretion.

Different cortical structures of F-actin and polymerized tubulin
may explain their influence on granule mobility in the
subplasmalemmal area

As shown in Results, myosin—actin inhibitors drastically affect the
movement of vesicles in the subplasmalemmal area whereas tubulin-
affecting drugs do not manifested any effect on the mobility of cortical
vesicles. These differing influences on cortical vesicle mobility could
be explained on the basis of the structural characteristics of these two
cytoskeletal elements in those critical regions for secretion. The
intimate association of F-actin structures with appearance of rings
surrounding vesicles and orientated in the z-axis direction (toward the
membrane) was evident; these structures may be dynamic in nature
because they appear only in association with granules. A narrow empty
space of ~1/4-1/5 of the vesicle diameter (see Fig. 8) can be observed
separating the granule perimeter from the more distal walls of these F-
actin structures, allowing a narrow but well defined x-y movement of
the imprisoned granule. The observation of these structures explains
why, in total internal reflection microscopy studies, granule positions
are restrained in areas permitting 75nm of movement (Steyer &
Almers, 1999) in cages estimated at 400 nm in diameter (Oheim &
Stiihmer, 2000). Interestingly, deeper in the cytoplasm the F-actin
network is organized in polygonal cages which are not closely
associated with granules (see Fig.7D); although they may allow
guided vesicle transport in F-actin rails they give open space for
granule diffusion providing a structural base for the wider movement
observed in granules distant from the plasma membrane (Johns et al.,
2001).

Our results with in vivo labelling of microtubules constitute the first
direct evidence for a possible role in granule transport for these
structures in this neuroendocrine cell model. Nevertheless, this trans-
port does not seem to affect cortical granules to the same extent as the
myosin—actin based system. In any case, the polygonal structures of
microtubules could cooperate to some degree in the supply of vesicles
from reserve pools to the immediate vicinity of the plasmalemma, and
at distances of 400-600 nm immobilized granules could be seen in
decorated microtubules.

A model for cytoskeletal-mediated transport of
chromaffin granules

Taken together our data provide evidence for the participation of
myosin—actin- and microtubule-mediated transport of vesicles in the
cytosol of chromaffin cells. In the cell interior both systems cooperate
to actively transport granules and may coexist with random diffusion in
the spaces left by polygonal structures of a few micrometres in size.
The viscosity of F-actin in the cortical area may prevent granule access
to the plasmalemma and accumulate reserve vesicles at 300-800 nm of
the membrane, providing the basis for the barrier concept for secretion
(Trifard et al., 1984; Perrin & Aunis, 1985). Dynamic changes in F-
actin may propel granules through the cortex forming tubular struc-
tures where ATP-dependent myosin activity will provide the energy to
direct vesicle transport to specific active sites (Lang et al., 2000;
Oheim & Stiihmer, 2000). Our functional data also suggests that, upon
tethering or docking, granules could still be associated with the
cytoskeleton and in this way myosin inhibitors influence secretion
of fast releasable components. Further experiments to study the
dynamic behaviour of F-actin and its regulation in the cortical zone
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will be needed to provide us with a detailed description of how the
cytoskeleton could influence vesicles from different secretory pools.
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Abstract.- Modified Herpes Virus (amplicons) were used to express Myosin

Regulatory Light Chain (RLC) chimeras with GFP in cultured bovine chromaffin cells to
study myosin Il implication in secretion. After infection, RLC-GFP constructs were
clearly identified in the nucleus and in the cytoplasm, co-localising with myosin II. Cells
expressing wild type RLC-GFP maintained normal vesicle mobility, while cells
expressing an unphosphorylatable form T18A/S19A RLC-GFP presented severe
restrictions in granule movement as measured by dynamic confocal microscopy.
Interestingly, the overexpression of this mutant form of RLC also affected the initial
secretory burst elicited by either high K™ or BaCl, as well as and by fast release of
calcium from cage compounds. Moreover, T18A/S19A RLC-GFP infected cells presented
slower kinetics of fusion of individual granules compared with controls. Taken together,
our results demonstrate the implication of myosin Il in the transport of vesicles, and,
surprisingly, in the final phases of exocytosis, uncovering a new role for this cytoskeletal

element.
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Introduction

Neuroendocrine chromaffin cells have been widely used as a model to study
exocytosis of dense vesicles. These cells release catecholamines in a calcium-
dependent process involving granule transport, translocation, docking to the active sites
and, finally, membrane fusion with extrusion of soluble contents by exocytosis (Viveros,
1974). Cytoskeletal proteins play an essential role among the cytosolic elements
organizing the transport of vesicles from the internal regions where chromaffin granule
biogenesis takes place towards the subcortical region where they are stored to form a
reserve pool to sustain continuous stimulation (Neco et al., 2003). In this sense,
peripheral F-actin forming a network layer beneath the plasma membrane, constitutes a
barrier that exclude vesicles from accessing releasing sites (Perrin and Aunis, 1985).
Upon stimulation and calcium influx, a local and transient disruption of this network
occurs (Cheek and Burgoyne, 1986), allowing vesicle access to the immediate
subplasmalemmal area. Therefore, molecular motors associated with F-actin trails
would be necessary to conduct vesicles throughout regions with different F-actin
organization. A number of observations suggest that conventional myosin Il activity
influences catecholamine secretion. For example, chromaffin cell stimulation induces the
calcium-dependent phosphorylation of the regulatory subunit of myosin light chain (RLC,
Coté et al.,, 1986; Gutiérrez et al., 1988; Gutiérrez et al.,, 1989), and, as such,
constitutes the basic mechanism governing the interaction of non-muscular myosin Il
with actin (for a review see Kamm and Stull, 1989). In addition, phosphorylation of non-
muscle myosins by the specific enzyme myosin light chain kinase (MLCK), may be

essential for the role of such protein in secretion, since inhibition of MLCK by a variety of
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chemicals abrogates secretion in permeabilized (Lee et al., 1987; Nakanishi et al., 1989;
Reig et al., 1991; Ohara-Imaizumi et al., 1992; Neco et al., 2002) or intact chromaffin
cells (Neco et al, 2003). Nevertheless, the relatively low specificity of most of the myosin
inhibitors employed, and furthermore, the demonstration that other myosin forms, such
unconventional myosin V, may also participate in vesicle transport and secretion in
chromaffin (Rosé et al., 2003) or in PC 12 cells (Rudolf et al., 2003), makes desirable
the use of alternative experimental strategies to further support the specific implication
of myosin Il in secretion. The expression of RLC and its unphosphorylatable double
mutant, were used to demonstrate the participation of myosin Il in mitosis and
cytokinesis (Komatsu et al., 2000). In this work, we used this strategy in combination
with dynamic confocal microscopy and single cell amperometry to demonstrate myosin II
participation in different steps of the secretory cascade. Our data suggest that, in
addition to the traditional role of myosin Il in vesicle transport, this motor protein
influence the very final events of membrane fusion, therefore unmasking a new role

previously ignored.

Results

Expression of myosin regulatory light chain constructs with GFP in bovine
chromaffin cells.

In order to study myosin II implication during chromaffin cell secretion, we
expressed wild type and unphosphorylatable myosin regulatory light chain (RLC,
Komatsu et al., 2000). An amplicon viral infection system was employed to express RLC

linked by its N-terminus to enhanced green fluorescent protein (RLC-GFP) in chromaffin
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cells following a strategy that has been successful for other proteins (Criado et al.,
1999; Gil et al., 2002). Under these conditions, infection of cultured bovine chromaffin
cells resulted in the expression of the RLC-GFP constructs in 10-15 % of the cells.
Confocal microscopy of cells over-expressing wild type or the unphosphorylatable
T18A/S19A RLC-GFP revealed a similar cellular distribution in the nucleus, in the
cytoplasm and in the cell periphery (Figure 1 A). Interestingly, RLC-GFP constructs in
the cytoplasm formed a network that extended from perinuclear to subplasmalemmal
regions, where the protein was also concentrated (Figure 1 B). Furthermore, RLC-GFP
expression was clearly linked to myosin II since immunocytochemistry with anti-myosin
IT demonstrated a clear co-localization of RLC-GFP (Figure 1 C) and anti-myosin II
(Figure 1 D), as observed by the intense yellow color indicating superposition of both
channels sequentially detected in a confocal image of a cell expressing the T18A/S19A

construct (Figure 1 E).

Expression of unphosphorylatable forms of RLC affected vesicle transport in
the cytoplasm of chromaffin cells.

Would the expression of RLC-GFP constructs affect the granule transport
properties in the cytoplasm of chromaffin cells? To answer this question the dynamics of
quinacrine loaded dense granules was studied by confocal microscopy (Neco et al 2002;
Neco et al., 2003). Brilliant fluorescence intensity of moving granules can be easily
visualized and tracked in the cytoplasm of the cells expressing wild type RLC-GFP

(Figure 2 A). A clear indication of the elevated mobility of granules in these time-lapse
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images taken at 1 Hz during 1 min is the calculation of the average frame that produced
blurry images of the granule trajectories adopted during the observation time as
depicted in Figure 2 B. Another simple approach to assess the high mobility of these
vesicles is to draw a region of interest box (ROI) and measure fluorescence variations
due to the presence of a granule, as the indicated with the arrow in Figure 2 A. The
fluctuations in fluorescence reflected vesicle tendency to enter and leave the confocal
plane in periods lasting 3-7 s, in a way that was similar to the mobility of vesicles in
control uninfected cells (Neco et al., 2003). Conversely, relatively static granules were
observed in the time-lapse images of cells expressing the unphosphorylatable
T18A/S19A RLC-GFP construct (Figure 2 C). In this figure showing frames separated by
10 s, granules were observed adopting the same positions during the recording time.
In consequence, the average frame depicted unchanged granule positions that localized
over the network of static RLC-GFP fluorescence as could be clearly observed in Figure
2 D, and the ROI analysis of a vesicle shows minor fluorescence fluctuations compared
to mobile granules (Figure 2 E).

Further quantification of this reduction in vesicle mobility was obtained by
tracking vesicles and studying their XY positions. Figure 3 A depicts an example of
vesicle displacement in wild type RLC-GFP expressing cells. Using this type of data
corresponding to 48 vesicles staying in the confocal plane for more than 10 s and from
9 different cells, we obtained the mean square displacement (MSD) at different time
intervals and these values were averaged to generate the MSD vs time plot. Assuming

that movement is governed by a single coefficient of diffusion, its value can be derived
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from the fitted slope (slope=4xD, Qian et al., 1991). The diffusion coefficient was
calculated to be 10.1 + 1 x10° pm?%/s for RLC-GFP moving granules, that was similar to
the calculated for granules corresponding to uninfected control cells (8.68 + 0.99 x1073
um?/s, n=27 vesicles from 10 cells). As showed before, the over-expression of
T18A/S19A RLC-GFP construct resulted in a drastic change in vesicle mobility and an
example granule moved in a restrictced way (Figure 3 B). MSD calculations and
representation for the different intervals resulted in a severe reduction of the slope and
the theoretical coefficient of diffusion that was estimated to be 0.32 + 0.02 x10 pm?%/s
(n=44 vesicles from 10 cells), twenty times lower that the characteristic for granules in
cells expressing the wild type form of myosin RLC. This reduction in vesicle mobility
was similar to that caused by incubation of the control cells with 1 uM of the F-actin
stabilizing agent phalloidin during 30 min (Figure 3 B). Phalloidin treatment dropped the
apparent coefficient of diffusion to 0.24 + 0.01 x10 pm?%/s (n=29 vesicles from 6 cells).
We also tested the effect the incubation of control cells with the inhibitor of the ATPase
of myosin, BDM (20 mM, 15 min, Herrmann et al., 1992), which resulted in a slight
higher vesicle activity with a diffusion coefficient of 1.23 + 0.03 x10° pm?%/s (n=24

vesicles, from 11 cells, Figure 3 B).

Secretion induced by different secretagogues decreased in cells expressing
unphosphorylatable GFP-RLC.
What would be the impact on secretion produced by this drastic reduction in

vesicle motion? Chromaffin cells expressing these constructs were tested in their ability
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to secrete catecholamines in response to different stimuli. Continuous cell depolarization
by superfusion with a 59 mM KCI solution resulted in the release of individual vesicles as
assessed by single cell amperometry. Secretion in control-non fluorescent cells was
characterized by an initial burst of secretion lasting for 20 s followed by a sustained
phase of slower secretion after that period (Figure 4 A). Using cumulative histograms of
amperometric events corresponding to individual responses, we could obtain the
average profile of secretion for 25 cells corresponding to 4 different cultures, as
observed in Figure 4 B (29 + 4 vesicles fused at 60 s after initiating depolarization).
Expression of the wild type RLC-GFP construct resulted in very similar profiles of
depolarizing-evoked responses, that in average were not reduced in a statistically
significant manner when compared to control cells (Figure 4 B, 28 + 5 vesicles fused
during 60 s, n=30 cells). Instead, chromaffin cells expressing the T18A/S19A RLC-GFP
construct presented a clear reduction in the capability of secrete catecholamines by
direct depolarization as shown in the example depicted in Figure 4 A. The averaged
profile of secretion corresponding to 40 individual responses indicate a 40 % reduction
in the total number of vesicles fused along the first minute (17 + 2 vesicles) of
continuous depolarization. Interestingly, this reduction in the number of fused vesicles
affects both the initial burst and the late phase of release. Hence, the initial rate of
release changed from 0.68 + 0.02 vesicles fused/s in cells expressing wild type RLC-GFP
to 0.27 + 0.02 vesicles fused/s in T18A/S19A RLC-GFP expressing cells (p<0.0001 using
Student £ test, slope calculated using data gathered during the initial 10 seconds). This

result was somewhat surprising since myosin II is expected to only alter the transport of
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vesicles and, therefore, the slow phases of secretion leaving unaffected the release of
fast secretory components of docked vesicles.

Furthermore, the use of an alternative secretagogue, such as BaCl,, produced
similar results, as the expression of the T18A/S19A RLC-GFP construct reduced the
capability of secretion that was half of the response obtained in cells expressing the wild
type RLC-GFP construct as shown in Figure 5 (21 + 3 vesicles fused at 1 min, n=33
cells). Again, the profile of secretion obtained with this secretory agent was affected by
the expression of the unphosphorylatable form of myosin II RLC, and both initial and
slow phases of secretion presented a statistically significant reduction in the number of
vesicle fusions forming part of these kinetically distinct secretory components (9 +
1 vesicles released at 1 min, n=22 cells). Again, the initial rate of release was reduced
from 0.61 + 0.02 (wild type RLC-GFP) to 0.19 + 0.01 vesicles fused/s (T18A/S19A RLC-

GFP), being highly significant at the statistical level (p<0.0001).

Unphosphorylatable RLC over-expression affects the fast release produced by
uncaged calcium.

In order to further assess the alteration of the initial phases of secretion in cells
expressing the mutated form of RLC-GFP, we conceived experiments using fast release
of caged calcium. Cells were incubated with a 5 uM concentration of o-nitrophenyl
EGTA-AM (NP-EGTA, Ellis-Davies and Kaplan, 1994) during 30 min. After an intense
5ms flash, uncaged calcium produced a rapid elevation of [Ca’*']; estimated in

900 + 400 nM (n=24 cells) from the basal levels of 80-140 nM as assessed by using
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Fura 2-AM. This elevation caused a rapid release of vesicles in control and in wild type
RLC-GFP expressing cells as detected by amperometry (Figure 6 A, example trace). A
second flash (post-flash) was given to assess total release of cage calcium in the first
trial, and no further secretion was detected as observed in the example depicted in
Figure 6. This second post-flash recording was subtracted to eliminate the flash artifact
from the first recording leaving the net amperometric response (Figure 6 A). The
averaged cumulative response was obtained after integration of these responses for
several cells that was similar in magnitude for control uninfected and cells expressing
wild type RLC-GFP (Figure 6 B). The number of vesicle fusions using flash stimulation
were clearly reduced in cells expressing the T18A/S19A RLC-GFP, as evidenced in the
example depicted in Figure 6 A. After integration of responses corresponding to 16 cells,
the averaged secretion profile characterised by a 50-55 % reduction in the level of
secretion and a clear alteration of the initial rate of release that changed from 8.54 +
0.12 in wild type RLC-GFP expressing cells to 3.91 + 0.13 pC/s in cells expressing the

T18A/S19A RLC-GFP construct (p<0.0001, slope calculated using the initial 5 s).

Expression T18A/S19A RLC-GFP construct slows the single vesicle fusion
kinetics

The study of the individual fusion kinetics could be potentially useful to elucidate
the mechanisms underlying the differential effects of RLC-GFP constructs. This is
possible by analyzing the shape of single amperometric events (Schroeder et al., 1996)

using carbon fiber electrodes. The analysis was performed in BaCl, stimulated cells, in
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order to searching for well-separated spikes with amplitudes over 2.5 pA. We measured
their amplitude (Imax), event charge (Q), half-width (ti;2) and time-to-the-peak (Tp),
(Segura et al. 2000). Non-infected cells or cells expressing wild-type RLC-GFP were
characterized by a very similar pattern of distribution, showing mean amplitudes of 68
and 73 pA (Figure 7 A and TableI), respectively. However, the mean amplitude
obtained with mutants T18A/S19A RLC-GFP (Figure 7 A and Table I) was clearly
reduced to half of the control value (32 + 5 pA). Moreover, amplitude values over 70
pA, which were relatively abundant in control cells were absent in this case. On the
other hand, the observed alteration in the mean amplitude did not represent a
subsequent change in the amount of catecholamines released per event, since charge
remained relatively unaltered in control, wild type RLC-GFP and the double mutant
T18A/S19A RLC-GFP, ranging from average values of 1.3 to 1.5 pC (Figure 7 B and
Table I). In contrast, significant differences in the kinetics of exocytosis were observed
in TI8A/S19A RLC-GFP expressing cells when compared with control or wild type RLC
construct (Figure 7 C and Table I). Thus, the t;;; for control was characterized by mean
values of around 17-19 ms whereas the T18A/S19A RLC-GFP constructs presented
mean value of 28.4 + 2.0 ms (Figure 7 C). Similarly, the time-to-the-peak distributions
were characterized by larger values in the RLC non-phosphorylatable mutant (mean of
19.5 ms) compared to the mean values of 8.5 and 9.4 ms for the controls and wild type
RLC-GFP construct, respectively. Taken together all the modifications in the single
vesicle fusion parameters, it is clearly demonstrated that the secretory events found in

cells expressing the T18A/S19A RLC-GFP construct were considerably slower than
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control or wild type RLC-GFP expressing cells, maintaining the charge released per
event (Figure 7 E). These data demonstrates that myosin II activity influences the very
final events linked to the exocytotic fusion of membranes and the release of
catecholamines in this neuroendocrine cell model. In agreement with this conclusion,
we have observed than control cells incubated with 20 mM BDM during 2 min secreted
catecholamines with significant slower kinetics of individual granule fusion (Table I),
thus mimicking the effect caused by the expression of the non-phosphorylatable form of

RLC-GFP.

DISCUSSION

In this study, we have found that the expression of an unphosphorylatable form
of myosin II RLC-GFP induced a severe modification of the vesicle mobility properties
and the secretory capability of bovine chromaffin cells in culture. Interestingly, the
alteration of the initial phase of secretion in cells stimulated by different secretagogues,
and, moreover, in the fast components of secretion after calcium released from cage
compounds demonstrates that myosin II modulates the fusion of ready-releasable
vesicles. This unexpected result is further supported by the finding that the expression
of this double mutant also modified the kinetics of exocytosis of individual vesicles
analyzed by amperometry.

An important aspect of our study is the assessment that the expression of wild-
type RLC-GFP support both the normal vesicle transport activity and the characteristics

of secretion in bovine chromaffin cells in culture, therefore validating the use of this
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construct as a template to study the effect of specific mutations over the secretory
cycle. In effect, the mobility of vesicles visualized by dynamic confocal microscopy of
quinacrine-loaded granules, matched closely that found in control-uninfected cells. This
high mobility was characteristic of cytosolic granules in intact chromaffin cells (Neco et
al., 2003) and produced an average displacement in the XY plane of about 3-4 um/20 s
with a diffusion coefficient estimated in 7-10 x10™ pm?/s, very similar to the estimated
for the “mobile” population of vesicles using TIRFM (Lang et al., 2000; Oheim and
Stuhmer, 2000). In addition, the expressed wild-type RLC-GFP construct sustained the
exocytotic properties of bovine chromaffin cells, since the secretory capability and its
kinetic profiles during single cell stimulation were similar to the control cells not
expressing such constructs. It was also coincident with the average secretory capability
and single fusion kinetics described for amplicon infected chromaffin cells in previous
works (Gil et al., 2002). These results support the idea that the expressed RLC
interacted with endogenous myosin II heavy chain and therefore co-localized with anti-
myosin II labeling as reported here. In addition, it has been described the capability of
the RLC-GFP chimeric protein in binding stoichiometrically to smooth muscle RLC-
deficient myosin II and support the actin-activated ATPase activity of myosin modulated
by MLCK phosphorylation (Komatsu et al., 2000).

In contrast, expression of the double mutant chimera T18A/S19A RLC-GFP,
yielding a unphosphorylatable form of myosin II by MLCK and precluding activation of
its motor activity (Kamm and Stull, 1989), affected the physiology of chromaffin cells in

various ways. First, granule transport in the cytosol was clearly diminished reaching a
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degree of restriction in mobility that was similar to that obtained by incubation of the
cells with the F-actin stabilizer phalloidin and even higher than that reached in the
presence of the myosin inhibitor BDM (Lang et al., 2000; Neco et al., 2002; Neco et al.,
2003). This suggest clearly, that expression of this construct yields an static network of
F-actin incapable of sustain the normal transport of vesicles and therefore that the
mechanism of myosin II regulation by RLC phosphorylation by MLCK appear essential to
support F-actin dynamics in this neuroendocrine model. Secondly, cells expressing this
construct also manifested altered secretory properties when individual cells are
challenged by KCl depolarization of in the presence of BaCl,, two secretagogues that
appeared to recruit populations of granules in different stages of maturation (Duncan et
al., 2003). Unexpectedly, inhibition of secretion was affecting the initial rate of release
as observed in Figures 4 and 5, whereas the alteration of a protein merely implicated in
vesicle transport was expected to influence preferentially slow phases of secretion
leaving almost unaffected the initial secretory burst. This secretory pattern was
observed, for example, when low concentrations of BoNT A affected selectively the
release of undocked vesicles (Gil et al., 1998). This observation was further supported
when the initial rate of vesicle fusions after uncaging Ca®* was also affected in cells
expressing the unphosphorylatable form of RLC-GFP. In this case, the fast and
homogeneous rise in calcium ensured the release of the ready releasable granules.
These results, demonstrating an alteration of the initial rate of release, agreed with
previous data showing an alteration of ATP-independent secretion with wortmannin in

permeabilized chromaffin cells (Ohara-Imaizumi et al., 1992; Kumakura et al., 1994) or
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BDM affected the rate of release of permeabilized and intact cells (Neco et al., 2002;
Neco et al., 2003). Other piece of information contributing to demonstrate that the
alteration of myosin II activity by expression of an unphosphorylatable form affected
the release of matured docked vesicles was provided by the analysis of individual fusion
kinetics from amperometric recordings. It has been show that the statistical analysis of
the parameters defining the shape of amperometric spikes reflected the single fusion
kinetics (Schroeder et al., 1996). The average characteristics of lower amplitude,
increased ti;;, and equal charge released per amperometric event found in T18A/S19A
RLC-GFP expressing cells proved slower kinetics of single granule fusion in the presence
of the unphosphorylatable form of myosin II, an effect that has been found also when
control cells were treated with BDM. This might imply that myosin II activity influenced
either the kinetics of exocytotic pore expansion or the degree of neurotransmitter
dissociation from the vesicular matrix. It is unlikely that myosin II could influence
processes taking place in the interior of the vesicular matrix, therefore we favor the first
possibility. How, myosin II could influence the very final phases of membrane fusion? It
has been shown that this cytoskeletal protein is associated with the F-actin network
(Kumakura et al., 1994; Neco et al., 2002), and that even the most external docked
granules remained associated with filaments of this meshwork (Neco et al., 2003),
therefore the requirements for an appropriated spatial coincidence between matured
vesicles and myosin II seems to be possible. In that way, the dynamics of the network
of F-actin and myosin II could create a tensional pressure influencing the extrusion of

vesicular contents. Alternatively, myosin II might be able of influence the activity of the
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molecular machinery of exocytosis. In this sense, an association has been demonstrated
between the tail of the heavy chain of unconventional myosin V and synaptobrevin II
forming part of the exocytotic fusion complex in synaptic vesicles (Prekeris and Terrian,
1997). It is tempting to suggest that myosins, through an interaction with
synaptobrevin, could be modulating the series of transitions occurring in the exocytotic
fusion complex and could be modulating priming or maturation membrane-bound steps
of secretory vesicles (Stidhof, 1995).

In addition, our experiments cannot completely discard that myosin II could be
involving in the sorting of chromaffin granules towards their exocytotic places, thus
favoring the access of a subpopulation of granules whereas impaled the access of
others. This latter hypothesis would be supported by the recent discovery that new
formed granules gained preferential access to the exocytotic places over the older
vesicles (Duncan et al, 2003). If myosin II abolish the access of these young vesicles, it
could be also possible that the older yielded a less efficient exocytotic kinetics.

In conclusion, the present work demonstrates that cytoskeletal elements such as
conventional myosin II affect different stages of the exocytotic process and not merely
the transport of vesicles. Orienting research toward the new proposed interactions may

clarify aspects helping to unravel the complexity of the exocytotic cycle.
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Materials and Methods

Materials

Oligonucleotides were synthesized by Genotech. TagDNA polimerase was
obtained from BioTools, Madrid. Ligase and restriction endonucleases were purchased
from Fermentas, St.Leon-Rot, Germany. All of other reagents were purchased from

Sigma-Aldrich, Madrid, Spain.

Production of Wild Type and mutant forms of RLC-GFP constructs

A plasmid encoding Chicken-gizzard-smooth muscle RLC (a gift of Dr Kendrick-Jones,
MRC, Cambridge, UK) was used for site-directed PCR cassette mutagenesis. The
modifications were confirmed by sequencing in both directions.

pRLC-wt-GFP and pRLC-T18A/S19A-GFP was generated using pEGFP-N1 (Clontech,
Palo Alto, CA). The final construct was obtained by Nhel/Munl digestion and inserted
into a Xbal/EcoRI-digested pHSVpuc amplicon, upstream the IE 4/5 promoter.
Packaging and amplification of this vector were performed using standard procedures

(Lim et al., 1996).

Chromaffin Cell preparation and Infection

Chromaffin cells were prepared from bovine adrenal glands by collagenase digestion
and further separated from debris and erythrocytes by centrifugation on Percoll
gradients as described (Almazan et al., 1984; Neco et al. 2002). Cells were suspended
in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum, 10 yM cytosine arabinoside, 10 uM

fluorodeoxyuridine, 50 1U/ml penicillin and 50 ug/ml streptomycin. For flash-photolysis
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and amperometrical experiments, cells were plated on 28 and 12 mm-diameter glass
coverslips, respectively, at a density of 5 x 10° cells/well and for confocal microscopy
studies, cells were plated in 35 mm diameter Petri dishes (Corning Inc., Corning, NY,
USA) at the same density.

Primary cultures of chromaffin cells were infected with a Herpes Simplex virus
(HSV-1) amplicon containing the constructs described above. Efficiency of virus infection
was determined by fluorescent microscopy, using serial dilutions of purified virus. The
dilution chosen for further experiments (20-30 ul virus per 1 ml of medium) produced 10-
15% infection efficiency. GFP fluorescence was observed one day after infection and
persisted, at least, along the two following days. Amperometric measurements were

carried out during this time.

Amperometric detection of secretion in individual chromaffin cells

Secretory activity in non-infected and infected single chromaffin cells was studied
at room temperature (21-22 °C) and stimulating the cells by superfusion with
depolarizing 59 mM high potassium as described (Gil et al., 1998, Criado et al., 1999,
Gil et al., 2000). Briefly, we prepared microelectrodes by insulating 10 um-diameter
carbon fibers with polypropylene. Electrochemical recordings were performed using an
Axopatch 200A and 200B (Axon Instruments, Foster City, CA, U.S.A.). Oxidized current
was filtered at a corner frequency of 400 Hz using a 8-poles low-pass Bessel filter and
acquired at 5 KHz. Electrodes were backfilled with mercury to connect to the headstage.
Carbon electrodes are gently placed onto the cell membrane using high precision

hydraulic micromanipulation and assessing cell membrane deformation with an Axiovert
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135 inverted-stage microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) mounting Hoffman optics
(Modulation Optics, Greenvale, NY). Cells were bathed in a Krebs-HEPES solution
containing (in mmol/L): NaCl (140); KCI (5); MgCl2 (1.2); CaCl2 (2); HEPES (10);
Glucose (11), and pH adjusted to 7.4 using a NaOH solution. Cells were stimulated by
superfusion with depolarizing (59 mM high potassium solution obtained by replacing
isosmotically NaCl by KCI) or BaCl, 5 mM solutions and applied through a valve-
controlled puffer tip commanded by the acquisition software and disposed near the
studied cells.

Microelectrodes employed in experiments to study individual events, were
prepared with 10 um-diameter carbon fiber in glass as previously described (Kawagoe
et al., 1991), and polished at a 45° angle on a diamond dust-embedded micropipette
beveling wheel. These electrodes were calibrated using a flow-injection system with a
50 uM norepinephrine. Secretion is elicited by 5 s pulse of a secretagogue (5 mM BaCl)
from a glass micropipette located 40 ym from the cell. Individual spike analysis was
performed using macros for IGOR (Wavemetrics, Lake Oswego, OR. USA), allowing for
peak detection, integration and kinetic parameter calculations (Segura et al. 2000).
Electrode variations were alleviated by using the same electrode for measurements in

control (non-infected) and infected cells.

Flash-photolysis experiments
Photorelease of calcium from cage compounds was done using a 5 uM concentration
of o-nitrophenyl EGTA-AM (NP-EGTA, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) in Krebs-

HEPES buffer and incubated during 30 min;, after 3 washes, the glass coverslip
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containing the cells was mounted in the stage of a Zeiss Axiovert 100 S inverted
microscope using a 100x Plan-Neofluar objective. In this system a dual-port condenser
allowed excitation of the specimen with a monochromator Polychrome IV (8 % incoming
light, Till-Photonics, Munich, Germany) and simultaneous application of a 5 ms UV flash
using a pulsed Xenon arc lamp system (92 % incoming light, UV Flash II, Till-

Photonics), therefore allowing [Ca*];

measurements using Fura 2 excitation at 340/380
nm (for this purpose 4 uM Fura 2-AM was incubated simultaneously with the NP-EGTA).
Fluorescence emission from a 20x20 um restricted area (Viewfinder III, Till-Photonics)
was detected in a photomultiplier tube (Hamamatsu Inc., Hamamatsu, Japan). Control
of excitation light and acquisition were performed through PClamp 8.0 software (Axon
Instruments, Foster City, CA, U.S.A) in a PC computer. Calculation of [Ca*']; was
performed using a dissociation constant of 224 nM for Fura-2 (Grynkiewizc et al., 1985),
with minor corrections after application of the flash (Haller et al., 1999). In all the
experiments, a second flash was given to assess that no further calcium was released
and the trace obtained was subtracted from the first flash to eliminate the flash artifact
(see significance of this procedure in Figure 6). Calcium elevation causes a rapid

release of vesicles in control or wild type RLC-GFP expressing cells as detected by

amperometry (Figure 6 A, example trace).

Dynamic confocal microscopy studies of chromaffin granule mobility and RLC-GFP

expression.
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Infected cells expressing the RLC-GFP constructs were labeled with 4 uM
quinacrine for 10 min and vesicle movements studied by dynamic confocal microscopy
as described elsewhere (Neco et al., 2002; Neco et al., 2003). Briefly, fluorescent
emission from quinacrine trapped in the acidic vesicles was investigated using an
Olympus Fluoview FV300 confocal laser system and with a BX-50 WI up-right
microscope incorporating a 100X LUMPlan FI water-immersion objective. This system
allows for z axis reconstruction (0.5 um z slice) and time lapse dynamic studies with
time resolutions ranging from 0.1 s for 200x150 pixels image acquisition (adequate for
region studies) to about 0.6 s for images of 400x300 pixels (for visualization of the
entire cell). Analysis of frames was performed using the public domain program Imagel
with Plugins for X/Y displacement calculations of particle centroid, ROI measurement
and image average and comparison. MSD and diffusion coefficient calculations were
performed using the equations described by Qian et al. (1991).

In some experiments, labeling of myosin II in permeabilized and delipided cells
was performed as described before (Lazarides, 1976; Neco et al., 2002). Briefly, after
fixation, cells were incubated overnight with 1:200 dilution of a mouse monoclonal
antiserum to non-muscular myosin II (Developmental Studies Hybridoma Bank,
University of Iowa, Iowa City, IA, USA) in PBS containing 3 % bovine serum albumin.
After extensive washes, secondary goat anti-mouse coupled to rhodamine (Amersham
Inc., Buckinghamshire, U.K.) was incubated during 2 h, followed by 3 washes previous

to the visualization in the confocal microscope.
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The Student 's t-test for unpaired samples, the Mann-Whitney non-parametric test,
or the two-way ANOVA tests were used to establish statistical significance among the
different experimental data (samples were considered significantly different when
p<0.05). All data were expressed as mean + SEM from experiments performed in a
number (n) of individual cells or wells. Presented data represents experiments

performed with cells from at least three different cultures.
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Figure legends

Figure. 1. Cellular distribution of RLC-GFP constructs in chromaffin cells infected
with amplicons. Cells over-expressing wild type RLC-GFP and the double mutant
T18A/S19A RLC-GFP were studied by laser confocal microscopy. Depicted are cells
expressing the wild type chimera (panel A), and an enhanced detail of a cytoplasmic
zone (panel B). Panel C shows a cell expressing T18A/S19A RLC-GFP. This cell was
immunolabeled with anti-myosin Il using a secondary antibody coupled to rhodamine
(panel D), and panel E depicts the overlapped images of both channels acquired
sequentially. These images are representative of experiments performed with dozens of

cells from 3 different cultures. Bars represents 1 um.

Figure 2. Vesicle mobility observed by dynamic confocal microscopy in
chromaffin cells expressing RLC-GFP constructs. Chromaffin cells were incubated
with 4 uM quinacrine for 10 min and granules visualized by dynamic confocal
microscopy as indicated in Methods. A. Time series of confocal images taken at 10 s
intervals from a cell expressing wild type RLC-GFP. B. Averaged image from 60
frames taken at 1 Hz of the same cell depicted in panel A. The blurry image demostrate
vesicle movemente during image adquisition. C. Frames obtained as in panel A from a
cell expressing T18A/S19A RLC-GFP. D. Averaged image of the cell expressing the
T18A/S19A RLC-GFP construct. The crispy image is an indication of the restriction of
movement of vesicles in this experiment. E. Fluorescence changes of a ROl measuring

the presence of the vesicles indicated by arrows in the cells expressing the wild type
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(indicated in panel A) and the unphosphorylatable form T18A/S19A RLC-GFP (indicated

in panel C). Scale bars represent 1 um.

Figure 3. Tracking granule movements and calculation of diffusion coefficients in
cells expressing RLC-GFP constructs. Vesicles movements in the XY plane were
tracked using specialised software determining particle centroid. A. Depicted were
typical examples of determined XY positions vs time for vesicles moving in wild type
RLC-GFP expressing cells and also in cells expressing the T18A/S19A RLC-GFP
construct. B. Average of square of the mean distance moved (MSD) during the time
intervals expressed in the abscissa, for 27 vesicles in 10 control uninfected cells, 48
vesicles corresponding to 9 wild type RLC-GFP expressing cells, 44 granules from 10
cells expressing T18A/S19A RLC-GFP. In addition, were given MSD vs time plots for
control cells treated with 1 uM phalloidin during 30 min (29 granules from 6 cells), or
20 mM BDM during 15 min (24 vesicles from 11 cells). Also plotted were the best linear
fits for the different curves, used to estimate the diffusion coefficient according to Qian et

al., 1991.

Figure 4. Secretory activity of chromaffin cells infected with amplicons containing
myosin Il RLC-GFP constructs. Secretion was monitored by amperometry using
10 ym carbon-fibre electrodes in close apposition to the cell surface. A. Amperometric
traces representative from experiments performed in uninfected and amplicons infected
cells. Traces obtained from uninfected cells (upper trace), cells expressing wild type

RLC-GFP (middle trace) and cells expressing T18A/S19A RLC-GFP (lower trace).
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Stimulation was performed by rapid superfusion during 1 min with a 59 mM KCI solution.
B. Cumulative event analysis. Conditions were as described in panel A, after building of
event cumulative curves for individual cells. The average secretion was obtained from
control uninfected (n=25 cells), wild type RLC-GFP (n=30 cells) and cells expressing

T18A/S19A RLC-GFP GFP (n=40 cells).

Figure. 5. Barium-induced secretion from cells expressing RLC-GFP constructs.
Secretion was elicited by superfusion with 5 mM BaCl, in K/H basal buffer and studied
by single cell amperometry as indicated in the previous figure. A. Examples of
amperometric traces obtained from cells expressing wild type RLC-GFP and the

unphosphorylatable double mutant T18A/S19A RLC-GFP. B. Cumulative secretory

responses were obtained from individual cell responses and averaged for cells
expressing constructs of wild type RLC-GFP (n=33 cells), and T18A/S19A RLC-GFP

GFP (n=22 cells).

Figure 6. Secretory response to fast release of calcium from cage compounds in
RLC-GFP expressing cells. Secretion was monitored by amperometry as described in
previous figures and exocytosis was elicited by a 5 ms flash light from a pulsatil Xe lamp
in cells pre-incubated with 5 uM NP-EGTA. A. Amperometric traces representative of
initial flash (upper trace) and post-flash responses in wild type RLC-GFP expressing
cells. Net secretory trace obtained by subtraction of the post-flash from the initial flash.
Net secretory trace representative of cells expressing T18A/S19A RLC-GFP. B. After

building of event cumulative curves for individual cells, the average secretion was
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obtained from control uninfected (n=42 cells), wild type RLC-GFP (n=22 cells) and

T18A/S19A RLC-GFP expressing cells (n=16).

Figure 7. Effect of the expression of RLC-GFP constructs on single event
characteristics. Individual “spikes” were analysed from BaCl,-evoked responses of
uninfected (718 events from 15 cells), wild type RLC-GFP expressing (858 events from
33 cells) and T18A/S19A RLC-GFP expressing cells (277 events from 22 cells). Analysis
included spikes with amplitude larger than 2.5 pA and half-width shorter than 90 ms, to
ensure that the vesicle fusions analysed were produced in the electrode proximity. Box
plots present 10 and 90 percentiles (errors bars), 25 and 75 percentiles (box limits) and
the medians (Means are given in Table |) for the amplitude values (panel A), event
charge calculated by trapezoidal integration (Q, panel B), half-width time distributions
measured by subtraction of the ty, corresponding to the rising and falling portions of
each “spike” (t12, panel C) and time to the peak values (Tp, panel D). E. This panel
shows spikes representing the average properties of events in cells expressing wild type
RLC-GFP and T18A/S19A RLC-GFP constructs, in addition to describe the parameters

analysed.
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TABLES

Table |. Averaged parameters obtained from the analysis of individual
amperometrical spikes from controls and cells expressing RLC-GFP constructs.
The values were expressed as the mean + SEM from experiments performed in a
number (n) of cells * p<0.0001, **p<0.001 using the non-parametric Mann-Whitney test

compared with the wild type RLC-GFP values for a given number of cells.

Imax (pA) Q (pC) T4/2 (ms) Tp (ms)
CONTROL 68 + 14 1,4+0,1 19,7 £ 17 8,6 +0,7
(n=15 cells, 718 spikes)
WT RLC-GFP 737 1,5+£0,1 16,7 £ 11 94+14
(n=33 cells, 858 spikes)
T18A/S19A RLC-GFP 32 + 5% 1,3+0,2 284+20* 195+1,9"

(n=22 cells, 277 spikes)

(n=19 cells, 240 spikes)
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APENDICE

Este apéndice se corresponde con un CD-ROM que se encuentra adjunto
a la primera tapa de esta tesis doctoral.

En este CD-ROM se presenta un archivo de PowerPoint llamado
Apéndice, configurado en diapositivas con videos que muestran el movimiento
vesicular en diferentes condiciones de ensayo.

Para ejecutar cada video hay picar dos veces sobre la imagen.
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