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DETECCI(')I’\I DE LA FORMA NATIVA DEL RECEPTOR PURINERGICO P2X7
EN NEUTROFILOS Y PLAQUETAS HUMANAS EN CONDICIONES BASALES

RESUMEN

P2X7 es un receptor inotropico ligado al canal del calcio implicado en respuestas de dafio
(trombo-inflamacién). Incomprensiblemente, el receptor para ser activado requiere
concentraciones de ATP endogeno practicamente inexistentes en los tejidos; y tras ello abre un
poro que permeabiliza la membrana celular inespecificamente, inusual para los receptores P2X,
a numerosas moléculas de alto peso molecular. No obstante, la mayoria de los estudios han sido
realizados en células animales y/o transfectadas. En humanos, se ha descrito que es un receptor
altamente polimorfico, y a pesar de haberse detectado en células endoteliales (HUVEC), existe
mucha controversia respecto a su localizacion en células inflamatorias y trombéticas. Por ello, el
presente trabajo tiene como objetivo detectar la forma nativa del receptor P2X7 en neutrofilos y
plaquetas humanas, ya que la isoforma especifica del receptor en un entorno celular concreto
condiciona su activacion, y puede explicar funciones diferentes de las descritas hasta la fecha. El
aislamiento de los neutrofilos y plaquetas humanas se realiza a partir de sangre procedente de
donantes sanos, y las células HUVEC proceden del cordon umbilical de mujeres tras el parto. Se
ha confirmado la expresion basal del receptor P2X7 en neutrofilos y plaquetas humanas mediante
Western blot. En neutréfilos, ha sido necesario optimizar el método de extraccion de proteina para
evitar la degradacion del receptor. Los datos han demostrado que mantener los neutrofilos a 4°C
durante el aislamiento, asi como utilizar una buena proporcion de solucion de lisis por numero de
neutr6filos con alto contenido de inhibidores de proteasas es necesario para obtener un buen
rendimiento proteico medido por expresion de GADPH. Adicionalmente, la eleccién del
anticuerpo anti-P2X7 especifico es fundamental para una deteccion precisa. El anticuerpo
ab93354 ha permitido detectar el receptor P2X7 en neutrdfilos, plaquetas y HUVEC de forma
especifica y reproducible. Los estimulos pro-inflamatorios y pro-fibréticos a las 4 horas no
afectaron la expresion del receptor P2X7 en neutréfilos, plaquetas ni HUVEC, excepto por el ATP
en altas concentraciones, que disminuyo la expresion del receptor en neutr6filos humanos
asociado a mecanismos de autorregulacion celular. Ademas, se observd mediante RT-PCR que el
LPS aumento la expresion génica del receptor P2X7 e I1-f1, mientras que el TFG-B1 disminuyo
la expresion de los receptores P2X4 y P2X7 en neutrofilos. Este estudio se destaca por ser uno de
los primeros en localizar el receptor P2X7 en neutroéfilos y plaquetas humanas mediante Western
blot, utilizando un anticuerpo validado comercialmente, y realizando un analisis paralelo en
diferentes tejidos humanos. Se han sefialado las limitaciones y debilidades de los enfoques previos
utilizados para detectar el receptor, proporcionando una base solida para futuras investigaciones.
Por ultimo, la deteccion del receptor P2X7 en neutrofilos y plaquetas ofrece perspectivas
prometedoras para su potencial uso como objetivo terapéutico emergente en enfermedades
cardiovasculares e inflamatorias. Estos hallazgos podrian tener implicaciones importantes en el
desarrollo de tratamientos mas especificos y efectivos para estas condiciones médicas.
Adicionalmente, el presente trabajo se alinea con los objetivos de la agenda 2030: ODS 3 y, ODS
9 con un grado de relacion alto.
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DETECTION OF THE NATIVE FORM OF THE P2X7 PURINERGIC
RECEPTOR IN HUMAN NEUTROPHIL AND PLATELETS UNDER BASAL
CONDITIONS

ABSTRACT

P2X7 is an ionotropic receptor linked to the calcium channel involved in damage responses
(thrombo-inflammation). Incomprehensibly, to be activated, the receptor requires concentrations
of endogenous ATP that are practically nonexistent in tissues, after which it opens a pore that
nonspecifically permeabilizes the cell membrane, which is unusual for P2X receptors, allowing
numerous molecules of high molecular weight to pass through. However, most studies on this
receptor have been conducted in animal and/or transfected cells. In humans, it has been described
as a highly polymorphic receptor, and despite being detected in endothelial cells (HUVECs), there
is much controversy regarding its localization in inflammatory and thrombotic cells. Therefore,
the present study aims to detect the native form of the P2X7 receptor in human neutrophils and
platelets, since the specific isoform of the receptor in a specific cellular environment condition its
activation and it may explain different functions from those described so far. Human neutrophils
and platelets are isolated from blood obtained from healthy donors, and HUVECs are derived
from the umbilical cord of women after childbirth. The basal expression of the P2X7 receptor in
human neutrophils and platelets has been confirmed by Western blot. For neutrophils, it was
necessary to optimize the protein extraction method to avoid receptor P2X7 degradation. The data
has shown that keeping neutrophils at 4°C during isolation, as well as using a proper ratio of lysis
solution per number of neutrophils with a high content of protease inhibitors, is necessary to
achieve good protein yield measured by GADPH expression. Additionally, the choice of a specific
anti-P2X7 antibody is crucial for accurate detection. The ab93354 antibody has allowed specific
and reproducible detection of the P2X7 receptor in neutrophils, platelets, and HUVECs. Pro-
inflammatory and pro-fibrotic stimuli at 4 hours did not affect the expression of the P2X7 receptor
in neutrophils, platelets, or HUVECsS, except for ATP at high concentrations, which decreased the
receptor expression in human neutrophils associated with cellular autoregulation mechanisms.
Furthermore, it was observed through RT-PCR that LPS increased the gene expression of the
P2X7 receptor and I1-f1, while TGF-B1 decreased the expression of the P2X4 and P2X7 receptors
in neutrophils. This study stands out for being one of the first to locate the P2X7 receptor in human
neutrophils and platelets using Western blot, employing a commercially validated antibody, and
conducting a parallel analysis in different human tissues. The limitations and weaknesses of
previous approaches used to detect the receptor have been highlighted, providing a solid basis for
future research. Finally, the detection of the P2X7 receptor in neutrophils and platelets offers
promising perspectives for its potential use as an emerging therapeutic target in cardiovascular
and inflammatory diseases. These findings could have significant implications for the
development of more specific and effective treatments for these medical conditions. Additionally,
this study aligns with the goals of the 2030 agenda: SDG 3 and SDG 9 with a high degree of
relevance.
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1. INTRODUCCION

1.1. SISTEMA DE SENALIZACION PURINERGICA

El término "purinérgico" fue introducido en una carta breve a la revista Nature en 1971
(Burnstock, 1971), y en 1972, Geoffrey Burnstock propuso el de “serializacion purinérgica”, que
sefiala a los nucledsidos y nucledtidos como moléculas de sefializacion extracelular (adenosina,
AMP, ADP, ATP, UTP y GTP) (Burnstock, 1972; Lazarowski y Schwarzbaum, 2009).
Inicialmente, la hipétesis de Burnstock fue recibida con escepticismo por la comunidad cientifica
(Webb et al., 1993; Ralevic y Burnstock, 1998) ya que las purinas y pirimidinas se conocian desde
hace mucho tiempo como elementos fundamentales en la bioenergética a nivel intracelular (Drury
y Szent-Gyorgyi, 1929), y era poco probable que estas moléculas tan ubicuas estuvieran
involucradas en la sefalizacion extracelular (Burnstock, 1996). Sin embargo, en la década de 1990,
la teoria comenzd a ser aceptada gradualmente después de la clonacidon y caracterizacion
molecular de los subtipos de receptores para purinas y pirimidinas (Ralevic y Burnstock, 1998),
y se descubrid que los nucledsidos y nucledtidos actuan crucialmente como moléculas de
sefalizacion intercelular o autocrina (Burnstock y Ralevic, 2014) capaces de activar receptores
purinérgicos. En 1978, Burnstock propuso una clasificacion de los receptores purinérgicos:

(i) Receptores P1, selectivos de la adenosina y acoplados a proteinas G.
(i1) Receptores P2, activados por nucleotidos (ADP y/o ATP), que se dividen en dos clases
estructural y funcionalmente distintos:
e Receptores P2Y, metabotropicos, acoplados a proteinas G y activados
principalmente por ADP.
e Receptores P2X que son ionotropicos y se activan por ligandos, principalmente
ATP. (Burnstock, 1978)

Estos receptores, presentes en etapas tempranas de la evolucion, son algunos de los receptores
mas abundantes en los organismos vivos y regulan numerosos procesos fisiologicos y/o
patologicos como; la neurotransmision, la contraccidon muscular, el metabolismo 6seo, el
metabolismo del glucégeno hepatico, la funcion cardiaca, el tono vascular, la inflamacion, la
hemostasia y la trombosis (Hechler y Gachet, 2015). Por lo tanto, actualmente los receptores
purinérgicos se consideran dianas terapéuticas atractivas para dar respuesta a una amplia gama de
enfermedades (Ciruela y Jacobson, 2023). Por ejemplo, los farmacos antagonistas de los
receptores P2Y plaquetarios son ampliamente utilizados en la clinica para eventos
aterotromboticos.

En la mayoria de los casos, los nucledtidos extracelulares actan a través de sus receptores como
potentes co-estimulos, amplificando y manteniendo las respuestas a los neurotransmisores,
hormonas, citocinas y otros agentes. Pueden ser liberados a través de mecanismos especificos que
involucran diferentes proteinas de la membrana plasmatica (panexinas o los hemicanales de
conexinas), o mediante la activacion celular y la secrecion de granulos, como en el caso de las
plaquetas sanguineas. También pueden liberarse de manera pasiva en respuesta a estrés mecanico
o cambios en las condiciones homeostaticas, incluyendo la anoxia y la lesion por isquemia-
reperfusion (Hechler y Gachet, 2015). El equilibrio entre la liberacion al medio extracelular de
dichos nucleotidos junto con su degradacion continua por los sistemas enzimaticos especificos
confiere més complejidad, si cabe, al sistema purinérgico; el cual es diverso por naturaleza a nivel
de los subtipos de receptores con diferente sensibilidad y selectividad (Coddou et al., 2011;
Hechler y Gachet, 2015).

En particular, el receptor P2X7 es el Gltimo receptor purinérgico descrito y pertenece a la familia
P2X. La familia P2X consta de siete subtipos (P2X1-7) que son altamente permeables al calcio
y median la rapida despolarizacion de las células cuando son activados por ATP y otros
nucleotidos (Huang et al., 2021; Tam et al., 2023). La principal diferencia entre los receptores
P2X esta en su selectividad (Hechler y Gachet, 2015) y sensibilidad a los diferentes agonistas. No
obstante, el receptor P2X7 presenta unas caracteristicas estructurales y de sefializacion Unicas
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(Pelegrin, 2021), asi como un mecanismo de activacion poco claro (Martinez-Cuesta et al., 2020.
Estas particularidades fueron responsables de que el receptor P2X7 se considerara inicialmente
como una nueva familia de receptores purinérgicos y, por lo tanto, se le dio el nombre de P2Z (en
linea con la nomenclatura anterior de los receptores P2Y y P2X) para resaltar que era un tipo de
receptor diferente. Sin embargo, después de su clonacion en 1996, se descubrié que pertenece a
la familia de receptores P2X y se le cambid el nombre a receptor P2X7 (Surprenant et al., 1996).

La investigacion sobre los mecanismos implicados en las vias de sefializacion del sistema
purinérgico y, en particular, sobre este ultimo receptor caracterizado (Gu et al., 2000), contintia
con las expectativas de entender y resolver numerosas patologias.

1.2. CARACTERIZACION DEL RECEPTOR PURINERGICO P2X7

El receptor P2X7 se considera atipico debido a una serie de razones. En primer lugar, este subtipo
no forma heteromeros funcionales como lo hacen otros receptores P2X, sino que conforma
preferentemente complejos homooligoméricos (Suh et al., 2001). Ademas, mientras que los otros
miembros de la familia P2X se activan con concentraciones de ATP en el rango de microMolar,
el receptor P2X7 requiere concentraciones mucho mas altas de ATP para su activacion (incluso
mM), que normalmente no se encuentran a nivel extracelular (Martinez-Cuesta et al., 2020). De
hecho, se han propuesto la existencia de moduladores alostéricos para este receptor (Martinez-
Cuesta et al., 2020; Sluyter et al, 2023) que permitiera incrementar la sensibilidad del receptor a
concentraciones mas bajas/fisioldgicas de ATP, y asi entender su significado bioldgico. Por tltimo,
tiene una secuencia C-terminal intracelular inusualmente larga, capaz de interactuar por
palmitoilacion con la bicapa lipidica interna de la membrana plasmatica y asi prevenir la
desensibilizacion del receptor (Pelegrin, 2021) de forma que se da una actividad agonista
prolongada.

En estudios previos, se han observado indicios de la presencia de receptores P2X7 funcionales en
diversas células como mastocitos de rata, eritrocitos caninos, tibulos renales de conejo, astrocitos
de hamster y fibroblastos murinos transformados por virus. Estos estudios han demostrado la
activacion de eventos inducidos por ATP extracelular con caracteristicas tipicas de los receptores
P2X7, como la activacion por altas concentraciones de ATP (>100 uM) (Wiley et al., 2011), la
inhibicion por Ca®>" o Mg*" y la sensibilidad a cambios de temperatura o pH (Sluyter, 2017).
Aunque las propiedades funcionales y farmacologicas de los receptores P2X7 varian
significativamente entre diferentes especies, el estudio de animales ha contribuido enormemente
a la comprension actual del P2X7 humano (Sluyter et al., 2023).

En la actualidad, se ha establecido de manera solida que los receptores P2X7 funcionales tienen
una amplia distribucion en practicamente todos los tejidos y drganos del cuerpo humano (Wiley
et al., 2011; De Salis et al., 2022). Principalmente, se encuentra en células de origen
hematopoyético (Gu et al., 2000) alcanzando su maxima expresion en las células del sistema
inmunolégico de origen monocito-macrofago (Wiley et al., 2011). En relacion con este hecho, se
ha asociado con una amplia gama de trastornos relacionados con la inflamacion, la inmunidad y
la muerte celular y con patologias tan relevantes como trombosis, fibrosis, progresion tumoral y
trastornos neuronales (Martinez-Cuesta et al., 2020).

1.2.1. Gen P2X7

El gen P2X7R humano esta compuesto por 13 exones (Figura 1A) y se localiza en el brazo largo
del cromosoma 12 (12q24.31) (Buell et al., 1998). Tiene una longitud de 53 kilobases (kB) y esta
centromero-distal a otro miembro de la familia P2X, el P2X4R. La proximidad de P2RX7 a
P2RX4 y la similitud en la secuencia de los dominios extracelulares y transmembrana sugieren
que estos dos genes surgieron a partir de una duplicacion (Wiley et al., 2011).



Se ha encontrado el gen que codifica la subunidad P2X7R en al menos 55 especies. Ademaés de
los humanos, la subunidad P2X7R recombinante se ha caracterizado en otras seis especies de
mamiferos: macaco, perro, panda, raton, rata y cobayo. Estas especies comparten mas del 75% de
similitud con el P2X7R humano, mientras que, en especies no mamiferas, como el pez cebra, la
similitud se reduce a menos del 40%. (Sluyter, 2017)

1.2.2. Proteina P2X7: estructura

Los receptores P2X son canales i6nicos no selectivos activados por ligandos triméricos con una
alta permeabilidad al Ca2+, Na" y K" (Wang y Yu, 2016). La proteina P2X7 consta de 595
aminoacidos (aa). El mondémero tiene un dominio N-terminal intracelular corto (26 aa), un
dominio extracelular voluminoso (282 aa), dos hélices transmembrana (alrededor de 24 aa cada
una) y una larga cola citoplasmatica carboxi-terminal (239 aa) que es exclusiva de este subtipo de
receptor (Figura 1A) (Di Virgilio et al., 2017).

A)
AA exon boundaries 42 99 121 146178 205 249 295 325 347 397 431 595
mRNAexons | 1 | 2 [3|4|s|6| 7 | 8 [9[10] 11 |12] 13
mRNA regions 1:;'12?.'2' |TM1 Extracellular domain
B)
C rich demain SH3 binding domain Trafficking domain

Residues 362 to 379 Residues 441 to 460 Residues 551 to 581

Carboxy terminal

Actin filament TNFR1 death domain LPS domain
binding domain Residues 436 to 531 Residues 573 to 590
Residues 389 to 405

Figura 1. Estructura del ARNm codificante para proteina P2X7. (A) La estructura
exonica del acido ribonucleico mensajero (ARNm) P2RX7 de longitud completa (exones
1 a 13) que codifica la subunidad P2X7A de 595 aminoacidos. Las regiones
correspondientes de la subunidad P2X7A que se traducen del ARNm se ilustran debajo de
la estructura exdnica con los colores alineados con las regiones que se muestran. (B)
Dominios de interés ubicados dentro del terminal carboxi de la subunidad P2X7A. (De
Salis et al., 2022)

Los terminales N y C intracelulares de las subunidades P2X7R desempefian un papel importante
en las funciones bioldgicas del receptor (Martinez-Cuesta et al., 2020). El extremo N tiene un
sitio especifico para la proteina quinasa C y se cree que regula la desensibilizacion y la activacion
del receptor, ademas de controlar el flujo de calcio a través del canal. El extremo C, ademas de la
formacion del gran poro de conductancia, desempefia multiples funciones clave (Figura 1B).
Contiene motivos de union a lipidos y proteinas que potencialmente interactian con proteinas
adaptadoras y/o efectoras en este dominio, incluido el epitopo de union de Sarcoma tyrosine
kinase Homology 3 (SH3). Ademas, tiene un dominio de muerte similar al receptor 1 de TNF
(TNFR1) que conduce a la activacion de las caspasas que median la apoptosis y dominios
implicados en el trafico de receptores y la union a proteinas del citoesqueleto. También posee un
dominio de lipopolisacéarido (LPS) para neutralizar la actividad endotoxica asociada al LPS. El
carboxi-terminal es esencial para la formacion del poro P2X7R y su funcion esta regulada por la
palmitoilacion del dominio rico en cisteina y la union a la membrana lipidica. Ademas, los tltimos
120 aminoacidos del carboxilo terminal estan involucrados en la dilatacion de poros y en la
transduccion de sefiales citoliticas (De Salis et al., 2022).



El P2X7 humano forma un receptor homotrimérico, rara vez se heterotrimeriza con otros
receptores (Coddou et al., 2011). La estructura tridimensional de las subunidades P2X7R se
asemeja a la forma de un delfin, donde la region extracelular representa el cuerpo, y las dos hélices
transmembrana (TM1 y TM2) representan la cola (Figura 2A, 2C).
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Figura 2. Topologia del receptor P2X7 (P2X7R). (A) Estructura secundaria del
monomero P2X7R con cinco dominios; extracelular, transmembrana 1 (TMI1),
transmembrana 2 (TM2), N-terminal intracelular y C-terminal intracelular. Los colores en
los dominios representan posibles sitios de reconocimiento molecular especificos. (B)
Coensamblaje de los tres monomeros P2X7R (purpura, azul y naranja) en la posicion del
receptor trimérico que muestra posibles moléculas circundantes que podrian interactuar
con los diferentes dominios. (C) El mondémero P2X7 representado como estructura
secundaria (izquierda) y estilos de superficie molecular (derecha) que se asemejan a un
delfin. (D) Vista superior de la estructura P2X7R que abarca los tres bolsillos
extracelulares de union a ATP (lineas discontinuas naranjas) y los tres bolsillos adicionales
de unioén a farmacos (lineas discontinuas negras). (Martinez-Cuesta et al., 2020)

El receptor activo esta conformado por tres bolsillos de unién a su agonista enddégeno (ATP),
suministrados por los sitios de ATP de cada par de dos monomeros adyacentes (Figura 2D)
(Martinez-Cuesta et al., 2020). En el modelo atomico del P2X7R, se ha identificado un total de
nueve residuos de aminoacidos que participan en los sitios de union de ATP. Estos residuos
incluyen LK64, K66, T187, K197, Q292, R294, K311, K127, K145, R276, R277 y N284 (De
Salis et al., 2022). Ademas de los sitios de union a ATP, se han identificado tres bolsillos de unién
a farmacos cercanos a los sitios de ATP (Figura 2D). Estos bolsillos se adaptan a diferentes
compuestos con propiedades inhibidoras y/o moduladoras alostéricas del P2X7R, como péptidos,
farmacos, antibioticos y derivados de plantas (Martinez-Cuesta et al., 2020).

1.2.3. Activacion del receptor

El receptor P2X7R se describe ampliamente como un receptor de superficie celular en el que el
ectodominio esta expuesto extracelularmente (Sluyter, 2017; Martinez-Cuesta ef al., 2020). Hasta

4



la fecha, se ha descrito que la activacion de P2X7R requiere altas concentraciones extracelulares
de ATP (EC50~50 puM a 2,5 mM) (Urbina-Trevifio et al., 2022). Debido a que la mayor parte del
ATP se encuentra intracelularmente, la liberacion de ATP requiere relevancia, pues puede ocurrir
de manera no regulada debido a la ruptura de la membrana en células danadas o muertas, pero
también puede ser liberado de manera controlada a través de canales de membrana, como las
conexinas y las panexinas. Las altas concentraciones de ATP (> 1mM) necesarias para activar el
receptor tienen consecuencias importantes, ya que pueden llevar a la muerte celular o muerte
celular retardada (pseudoapoptosis) dependiendo de la duracion de la exposicion al ATP. Asi
mismo, las concentraciones mas bajas (< ImM), pueden tener el efecto contrario, estimulando la
proliferacion y prolongando la supervivencia celular. (Martinez-Cuesta ef al., 2020)

La rapida degradacion del ATP extracelular en AMP y adenosina, mediada por las enzimas CD39
y CD73, respectivamente, representa otro obstaculo para la existencia de altas concentraciones de
ATP en el entorno extracelular. Sin embargo, surge la hipdtesis que la co-localizacion especifica
del receptor P2X7R en la membrana celular cerca de los sitios de liberacion de ATP (como los
canales de membrana) y a cierta distancia de las enzimas de degradacion podria justificar la
presencia de una alta concentracion extracelular de ATP suficiente para activar el receptor P2X7.
Esta caracteristica de co-localizacion podria variar en cada tejido y especie estudiada, lo que
sugiere una modulacion especifica en relacion a la activacion de este receptor en distintos
contextos biologicos (Martinez-Cuesta et al., 2020).

El receptor P2X7R presenta una inusual inespecificidad tras la activaciéon por concentraciones
altas de ATP que no es comun en receptores inotropicos o el resto de P2X. La unién del ATP al
receptor provoca una serie de cambios conformacionales que resultan en la apertura rapida de un
canal ionico (Martinez-Cuesta et al, 2020). De forma que la activacion repetida o prolongada, en
el caso de altas concentraciones de ATP, da como resultado un aumento irreversible en la
permeabilidad de la membrana al formar un "poro grande" no selectivo (Savio et al., 2018;
Pelegrin, 2021) que permite que moléculas hidrofilicas de hasta 900 Da pasen a través de la
membrana celular (De Salis ef al., 2022). Por lo tanto, la pérdida de las moléculas esenciales para
la célula puede provocar la muerte celular o apoptosis, que es una de las posibles funciones de
este receptor. El hecho que este receptor tenga zonas de modulacion alostérica sugiere que en
presencia de modulador endogeno, hasta la fecha desconocido, se podria incrementar la
sensibilidad al ATP en condiciones fisioldgicas regulando funciones especificas y diferentes a la
senal de muerte celular (Coddou et al., 2011; Sluyter, 2017; Martinez-Cuesta ef al.; 2020). Se han
propuesto diversos moduladores alostéricos como cationes divalentes, fosfoinositidas,
glicosaminoglicanos entre otras moléculas. Por ejemplo, el LPS que se encuentran en las
membranas externas de las bacterias, podrian amplificar la respuesta del receptor al interactuar
con un dominio especifico en su extremo carboxi-terminal apoyando un vinculo cada vez mas
claro entre el P2X7R y la respuesta inmune (Martinez-Cuesta et al.; 2020).

Ademas, las investigaciones sobre los mecanismos de apertura del poro del P2X7R se han
realizado en células HEK-293 transfectadas con receptor P2X7 de rata y P2X7 humano (Jiang et
al., 2005; Schachter et al., 2008; Cankurtaran-Sayar et al., 2009; Marques-da-Silva et al., 2011,
Browne et al., 2013), por lo que es relevante considerar que estos hallazgos pueden no ser
aplicables a todos los tejidos y especies, incluidos los seres humanos. La investigacion futura
debera explorar como se comporta el receptor P2X7R en diferentes contextos bioldgicos y en
tejidos humanos para una comprensiéon mas completa de su funcion y regulacion. (Martinez-
Cuesta et al., 2020).

1.3. DIVERSIDAD DEL RECEPTOR P2X7
1.3.1. Polimorfismos

En humanos, el receptor P2X7 presenta diferentes variantes de empalme y polimorfismos que
pueden afectar su activacion (Pelegrin, 2021). El receptor P2X7 humano es altamente polimorfico
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(Sluyter, 2017). Se han identificado méas de 150 polimorfismos de un solo nucleotido (SNP) en el
bucle extracelular y en el dominio C-terminal (Di Virgilio ef al., 2017; Jiang et al., 2013; Roger
et al., 2010; Fuller et al., 2009). Lo que significa que hay un cambio en la secuencia de los
aminoacidos, generando una mutacion puntual (Andrejew et al., 2020).

Extracedlular
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Figura 3. Sitios polimérficos en la secuencia primaria del receptor P2X7. El codigo
de colores identifica las variantes de pérdida de funcion (rojo) y las variantes de ganancia
de funcion (verde). Las regiones con motivos de dileucina estan sombreadas en azul. Los
sitios de N-glicosilacion se muestran en cuadros morados. (Wiley et al., 2011)

En las poblaciones caucésicas, la combinacion de los diferentes SNP del receptor P2X7 genera
una genética compleja de cinco haplotipos principales diferentes que se pueden subdividir en 17
haplotipos. El haplotipo 1 se define como el receptor P2X7 de tipo salvaje, mientras que los
haplotipos 2 y 4 son de ganancia de funcion (principalmente debido al SNP A348T) y los
haplotipos 3 y 5 son de pérdida de funcion (debido a los SNP E496Ay T357S) (Figura 3) (Pelegrin,
2021; Schéfer et al., 2022).

Algunas de esas mutaciones estdn relacionadas con la susceptibilidad alterada a diversas
enfermedades (Andrejew et al., 2020). Los estudios de asociacion genética han encontrado que
los SNP del receptor P2X7 estan asociados con una mayor probabilidad de desarrollar trastornos
del estado de animo (como el sindrome bipolar o la depresion) y con infecciones por el virus del
herpes humano 6A y patdgenos intracelulares como la tuberculosis (Wiley et al., 2011; Pelegrin,
2021).

1.3.2. Variantes de splicing

En particular, se han encontrado once variantes de empalme para el P2X7 humano, las primeras
diez se denominaron P2X7A a P2X7J con P2X7L como la undécima, pero la expresion de
proteinas enddgenas solo se ha informado para P2X7A (el receptor P2X7 comtn de longitud
completa (Wiley et al., 2011), P2X7B, P2X7H y P2X7] (Pelegrin, 2021).

Los mecanismos que subyacen a la diversidad de respuestas del receptor P2X7 aln son
desconocidos. Se ha planteado la hipotesis de que el empalme alternativo, que permite la
produccion de multiples isoformas de un gen, puede generar isoformas P2X7 empalmadas
alternativamente que participan en roles celulares variables al alterar la estructura y funcion del
receptor P2X7R (Figura 4) (De Salis et al., 2022; Ciruela & Jacobson, 2023).

Hasta ahora, solo se ha caracterizado completamente la isoforma P2X7B en estudios funcionales.
Aunque P2X7B muestra actividad de canal estimulada por ATP cuando se transfecta en células
HEK-293, no puede formar un poro homotrimérico por si sola. Se ha demostrado que P2X7B se
ensambla junto con P2X7A en un heterotrimero que potencia las respuestas de P2X7 ante el ATP,
incluyendo la formacion de canales, poros y vesiculas en la membrana (Wiley et al., 2011).
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Ademés, se han detectado variantes de empalme que dan lugar a receptores que carecen de la cola
citoplasmatica, lo cual podria explicar la reduccion de las funciones de P2X7 en algunos tejidos
normales, asi como en células tumorales que sobreexpresan esas variantes y antagonizan la
funcién de la variante normal (Wiley et al., 2011).

Macellular Loop [tm2 Ccoo|
P2X7A [1[23]4/5[6]7[8]9]10[11[12[ 13 | HR
P2X7B [1 [ 2 [3]4/5[6/ 7[8[9][10] H R Proliferation
P2x7C [1]2]3]5]6]718[9]10] IR More sensilive lo ATP/inhibit basal activity
P2X7D 1 2 134 5‘ 7 | 8 | 9 |1 0| 11 i1 2‘ 13 | R More sensitive to ATP/inhibit basal activity
P2X7E [ 1 [ 2 [3[4/5]6/9]10]
P2X7F [[1 ]2 [3]5]6[7[910[1112 13 |
P2X7G [[1 ]2 [n33[4[5]6] 7[8][9]10
PZXTH | 1 | 2 EN3|3I4|5|6| 7 t3| 9 ]10 11 |12I 13 |H Non-functional
PZXTJ [ 1 | 2 I3I4]5[6| 4l | H Cell death prevention
P2X7K l s | 2 |3|415|6= da 8| 9 [1 0| 11 ]1 2| 13 | R More sensitive to ATP/inhibit basal activity

H Detected in human R Detected in rodent

l Stop codon

Figura 4. Variantes de empalme del receptor P2X7. Se representan 10 isoformas
diferentes derivadas de splicing alternativo y mutaciones de los 13 exones del gen. La
isoforma P2X7A es la forma nativa, expresada en todas las especies de mamiferos. Las
isoformas alteradas detectadas en humanos son P2X7B, H y J, mientras que en roedores
son P2X7B, C, D y K. Las mutaciones que conducen a la insercion de un codén de parada
originan un receptor P2X7 acortado en el dominio carboxi-terminal y no pueden formar
poros que inducen la muerte celular. P2X7G y H presentan una copia del exén 3 (N3)
cerca del amino terminal. Las funciones basicas conocidas para cada isoforma se describen
en el sitio derecho del panel. (De Salis ez al., 2022)

1.3.3. Modificaciones postraduccionales

El receptor P2X7 sufre cambios después de ser sintetizado. En concreto, es objeto de
modificaciones postraduccionales que incluyen glicosilacion ligada a N, palmitoilacion y
ribosilacion de ADP. Tanto las subunidades P2X7 humanas como las de roedores se glicosilan, lo
que resulta en productos proteicos de un tamano tipico de 75 a 78 kDa en comparacion con el
tamafio no glicosilado previsto de 68 kDa (Sluyter, 2017).

Se han identificado varias modificaciones postraduccionales en el dominio extracelular P2X7;
estos incluyen la ribosilacion de ADP en un lugar especifico (R125 en ratones) que esta
involucrada en la activacion del receptor murino (Lara et al., 2020) y en el caso del receptor P2X7
humano, se glicosila en cinco lugares especificos de aminoacidos (N187, N202, N213, N241 y
N284). La glicosilacion en estos sitios, especialmente en N187, facilita la colocacion del receptor
en la superficie de la célula y su funcion posterior (Sluyter, 2017; Lara et al., 2020). En los
receptores P2X7 de otras especies, se conservan estos cinco lugares de glicosilacion, excepto el
residuo N284 en la subunidad P2X7 de ratones, donde se encuentra un residuo diferente. Sin
embargo, la mutacion de N284 a un residuo especifico en ratones aumenta el peso molecular del
receptor, lo que indica que N284 también es un sitio de glicosilacion (Sluyter, 2017). Ademas, la
fosforilacion del Y343 también regula la activacion del canal, lo que enfatiza la importancia de
estos residuos durante la activacion del receptor (Lara et al., 2020). Ademas, una mutacion natural
(R578Q) que afecta la glicosilacion en el extremo C del receptor P2X7 humano produce un
receptor con un mayor peso molecular y funcién alterada, lo que sugiere que el extremo C también
juega un papel en la glicosilacion y el trafico del receptor (Sluyter, 2017).

Otra modificacion importante es la palmitoilacion de residuos de cisteina en el extremo carboxilo
terminal del receptor. Para que el receptor P2X7 se exprese en la superficie celular y funcione
correctamente, al menos ocho o nueve de los 17 residuos de cisteina en la cola citoplasmatica
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deben ser palmitoilados (Wiley et al, 2011). Esta palmitoilacion también afecta la
desensibilizacion del receptor (McCarthy et al., 2019).

La region rica en cisteina al comienzo de la cola C-terminal del receptor es palmitoilada en al
menos cinco residuos (C362, C363, C374, C377 y S360), y esto juega un papel esencial en el
trafico del receptor hacia la membrana celular (Wiley et al, 2011; Lara et al., 2020) y en la
prevencion de la desensibilizacion del receptor (McCarthy et al., 2019; Lara et al., 2020).

1.4.PAPEL DEL RECEPTOR PURINERGICO P2X7 EN LA
TROMBOINFLAMACION

Actualmente se ha descrito que el receptor P2X7 desempefia un papel importante en la
inflamacion y esta implicado en enfermedades cardiovasculares como la arterioesclerosis y la
trombosis (Blanch-Ruiz et al., 2023). Recientemente, ha surgido el término "trombo-inflamacion"
debido a la estrecha conexion entre ambos términos, que ha tenido su punto mas algido en la
COVID-19, y donde se ha descrito la importante interaccion entre los leucocitos y las plaquetas
(Franco et al, 2015). El proceso inflamatorio como respuesta a un estimulo de dafio o infeccion
conlleva la activacion del neutréfilo, capaz de liberar numerosos mediadores pro-inflamatorios
(citoquinas, ROS, etc..) y protromboticos (NETs, microvesiculas...) que a su vez amplifican y
diversifican la sefial entre los propios leucocitos y activando a otras células como el endotelio
vascular o las plaquetas (Diaz, 2018; Linden et al., 2019).

Casi todas las células de mamiferos, incluidas las células mieloides, las plaquetas, los leucocitos,
las células epiteliales y endoteliales, pueden liberar ATP, que luego puede conducir a la activacion
paracrina o autocrina de la sefalizacion purinérgica y la exacerbacion de la respuesta inflamatoria
(Karmakar et al., 2016).

1.4.1. El neutrofilo

Los neutrofilos polimorfonucleares son un tipo de leucocitos que se reclutan en sitios
inflamatorios y desempefian un papel fundamental en la eliminacién de patogenos (Mollinedo et
al., 1999; Martel-Gallegos et al., 2010). Se ha descrito que la activacion de los receptores P2X7
por el ATP desencadena la activacion de neutr6filos humanos y murinos que, a través del
inflamasoma NLRP3, producen la liberacion de citocinas proinflamatorias, como IL-1p e IL-18
(figura 5) (Karmakar et al., 2016), adhesion a células endoteliales (Martel-Gallegos et al., 2010;
Muschter et al., 2015), liberacion de trampas extracelulares (NETs) para capturar microbios y
limitar su propagacion (Kolaczkowska y Kubes, 2013), asi como produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) para su destruccion (Martel-Gallegos et al., 2010). Ademas de su funcion
defensiva, se ha descubierto que también desempeiian un papel en la formacion de trombos y
pueden contribuir a la formaciéon de "inmunotrombos", una red de andamios que atrapan
particulas microbianas y estan relacionados con la respuesta inmunitaria y la trombogénesis
(Franco et al, 2015).

extracellular
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Figura 5. Activacién del inflamasoma NLRP3 por el receptor P2X7 y liberacién de
citoquinas. (Pelegrin, 2021)



Los neutroéfilos, como la primera linea de defensa contra patogenos invasores y en la patogénesis
de enfermedades no infecciosas, exhiben respuestas rapidas y funciones a largo plazo
determinadas por la expresion génica y la sintesis de proteinas. Estas respuestas estan mediadas
por rutas de sefializacion especificas que implican alteraciones en la fosforilacion de moléculas
de sefializacion. El analisis del fosfoproteoma, o conjunto de proteinas que sufren la modificacion
post-traduccional de fosforilacion (Lopez Villar et al., 2008), se ha utilizado para comprender
mejor los mecanismos fisiologicos y patologicos de los neutrofilos. Sin embargo, los andlisis de
proteomas en neutrdfilos son desafiantes debido a la presencia de proteasas endogenas. (Muschter
etal., 2015)

En cuanto a la expresion de los receptores P2X7 en los neutrofilos humanos no esta claramente
establecida (Vaughan et al., 2007) y, de hecho, los informes sobre la expresion de P2X7R y su
funcioén en los neutrofilos humanos y murinos son contradictorios (Karmakar et al., 2016). Por
otro lado, algunos estudios han detectado ARNm de receptor P2X7, P2X1 y P2X4 en neutroéfilos
humanos, mientras que otros no encontraron evidencia de ARNm o proteinas en neutréfilos
completos (Karmakar et al., 2016; Vaughan et al., 2007). Incluso en condiciones estimuladas
como con el tratamiento de neutrofilos con lipopolisacarido (LPS), que se sabe que aumenta la
expresion de P2X7R en los monocitos, no se indujo la expresion de la proteina P2X7 (Martel-
Gallegos et al., 2010). También se han obtenido resultados no concluyentes con células HL-60
diferenciadas con dimetilsulfoxido (DMSQO), una linea celular ampliamente utilizada como
modelo de neutréfilos. En estas células, se han informado tanto la regulacion al alza de P2X7R
como la regulacion a la baja de los niveles de ARNm de P2X7R tras el tratamiento con LPS
(Martel-Gallegos et al., 2010; Karmakar et al., 2016).

Por ultimo, mencionar que los esfuerzos para establecer el papel funcional de los receptores
P2X7 en los neutrofilos se complican por la expresion de al menos 250 formas polimérficas del
receptor y por la falta de activadores especificos (Martel-Gallegos et al., 2010). Por todo ello,
localizar la proteina P2X7 nativa en condiciones basales en neutr6filos humanos es un buen punto
de partida para entender su activacion y funcion especifica de este receptor en el neutréfilo.

1.4.2. La plaqueta

Las plaquetas, también llamadas trombocitos, son células pequefias y anucleadas con forma de
disco que se originan a partir de megacariocitos en el linaje hematopoyético (Fagua, 2022).
Desempefian un papel crucial en la hemostasia normal (Franco et al, 2015; Hechlery, 2015) y en
la formacion de trombos patoldgicos, tras la adhesion al endotelio (Blanch-Ruiz et al., 2023), que
pueden obstruir los vasos sanguineos. Aunque carecen de nucleo, son metabdlicamente activas y
contienen reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y mitocondrias. Su membrana compleja
contiene diversos receptores y moléculas de adhesion que participan en la adhesion, activacion y
agregacion plaquetaria (Fagua, 2022). Ademas, las plaquetas albergan diferentes tipos de granulos
y vesiculas que liberan moléculas reguladoras tras la activacion. Se ha encontrado que expresan
niveles bajos de ARNm, derivado de su célula progenitora, el megacariocito, y se ha demostrado
que las plaquetas activadas pueden traducir ARNm constitutivo en proteinas. Sin embargo, no
pueden producir nuevo ARNm debido a la falta de ntcleo (Wang, 2003).

Los receptores purinérgicos mayoritariamente localizados en las plaquetas son los receptores
P2Y12 y P2Y1 activados por ADP, y el receptor P2X1 activado por ATP. No hay duda de la
participacion de los receptores P2Y plaquetarios en la trombosis, pero hay poco consenso sobre
la funcion especifica del receptor P2X1 (Wong et al., 2022). Asimismo, se han mencionado la
existencia de otros receptores purinérgicos, cuyo nivel de expresion en plaquetas es
extremadamente practicamente nulo, y de los cuales se desconoce su funcion como son los
receptores; P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y 11, P2Y 13, P2X4 y P2X7 (Wang, 2003). En concreto, existen
escasos estudios sobre el receptor P2X7 en plaquetas humanas, y aun menos sobre su funcion.
Por ello, al igual que en neutrodfilos, detectar la proteina P2X7 nativa en condiciones basales en
plaquetas humanas es un buen punto de partida para entender su significado biologico.



1.4.3. El endotelio vascular

El endotelio vascular es un tejido compuesto por células endoteliales que forman una monocapa
continua que separa la sangre del tejido subendotelial (Diaz, 2018), altamente especializado y
activo metabodlicamente que regula diversas funciones vasculares, incluyendo el tono vascular, la
adhesion celular, la permeabilidad y la hemostasia normal frente a la trombosis y la inflamacion
mediante mediadores autocrinos y paracrinos (Diaz, 2018; Ozen ef al., 2020). Una consecuencia
del dafio de las células endoteliales y la lisis en el sitio de la inflamacién es el aumento de ATP en
el espacio extracelular (Sathanoori ef al., 2015). Esto lleva a una alteracion del equilibrio entre
mediadores vasodilatadores/antitromboticos (6xido nitrico, prostaciclina, factor hiperpolarizante
derivado del endotelio), vasoconstrictores /protrombéticos (endotelina 1, angiotensina II,
tromboxano) en el endotelio que afectara a la homeostasis vascular (Sandoo et al., 2010).

Anteriormente se creia que las HUVEC carecian de expresion del receptor P2X7R. Sin embargo,
Valdecantos et al. (2003) demostraron que este receptor esta presente y funcional en la capa de
musculo liso de los vasos sanguineos de la placenta, incluyendo el corion materno y la vena y
arteria umbilical fetal. Wilson et al. (2007) confirmaron la presencia de receptores P2X7R en
HUVEC durante el estudio, y la exposicion a la inflamacion demostrd que estas células eran
capaces de secretar [L-1p a través del mecanismo dependiente de P2X7R.

1.5. CONTROVERSIA RESPECTO AL SIGNIFICADO BIOLOGICO
DEL RECEPTOR PURINERGICO P2X7

Existen pocos articulos en la bibliografia que hayan detectado la forma nativa del receptor P2X7
en neutrofilos y plaquetas humanas en condiciones basales. Como se observa en la tabla 1, la
mayoria de los articulos que detectan el receptor lo hacen con técnicas de PCR, localizan el ARNm,
pero los autores que lo detectan incluso sugieren que la pequeiia deteccion del mensajero pueda
provenir de otros tipos celulares como células mononucleares sanguineas (linfocitos,
monocitos...). Mas escasos son los estudios que muestran el Westen blot de dicho receptor. En
concreto, dos de ellos lo hacen, pero una vez revisados detenidamente nos plantean dudas en
cuanto al anticuerpo utilizado. En plaquetas humanas, la situacion respecto a los articulos
publicados es incluso mas pobre que en los neutrdfilos. Ademas, Gu et al. (2000) sugiere que la
mayoria de los P2X7R se encuentran en el citosol de los neutréfilos humanos y sirven como
reserva para ser reclutados en la membrana plasmatica después de la activacion celular, de esta
forma, se estaria desestimando la hipdtesis de que el receptor se localice en la membrana celular.
Ademas, habria que considerar las variantes polimoérficas del receptor P2X7 descritas en este gen,
que se han relacionado con diferencias cuantitativas o cualitativas en la funcion del receptor P2X7
en ratones y en humanos (Karmakar ef al., 2016).

Ante esta controversia respecto a la deteccion de este receptor en la naturaleza, junto con sus
caracteristicas atipicas y particulares, consideramos que localizar el receptor en su forma nativa,
sin estimulos y en el entorno celular especifico de cada tipo celular es un buen punto de partida
para entender su funcion y su significado bioldgico. Hay que tener en cuenta que la existencia de
posibles isoformas diferentes en cada tipo de célula (animal o humana), o incluso una misma
isoforma del receptor en un entorno celular diferente (neutréfilo o plaqueta) podria conformar
grandes diferencias.
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Tabla 1. Articulos que han testado la existencia del receptor P2X7 en neutroéfilos y

plaquetas humanas.

Tipo Refere’ncla Técnica Anticuerpo Deteccién del receptor P2X7
celular del articulo empleado
Martel- PCR Detectgdo (.t’ranscrltos) pero de posible
Gallegos et contaminacion
al.. 2010 Western | APR-008, APR- No detectado por anticuerpos -int y -ext
i blot 008-F y APR-004 | anti-P2X7
Detectado intermitentemente, pero por
PCR . L
Vaughan et posible contaminacioén
al., 2007 Western | APR-008 No detectado ni en condiciones basales
blot ni tras tratamiento con LPS
Karmakar et | Western APR._ 004 (C- Detectado en neutrofilos no estimulados
al., 2016 blot terminal) y APR- cebados con LPS
PMNs " 008 (ectodominio) y
An‘qcuerp 08 Detectado en neutrofilos incubados con
He et al, | Western | policlonales de C. psittaci durante 24 h y usando -actina
2022 blot | conejo anti-P2X7 C(’)é’l O’ Con’trol oo y
(ORIGENE) gd:
Chen et al.,
2004 PCR Detectado
Suh et al,
2001 PCR Detectado
Mohanty et
al., 2001 PCR No detectado
Anticuerpo
policlonal de
Wong et al., | Western | oveja antihumano
2022 blot | P2X7 sintetizado | Detectado
Plaquetas :
por los propios
investigadores
Wang, 2003 PCR Detectado. Expresion extremadamente

baja.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal es detectar la forma nativa del receptor purinérgico P2X7 en neutrofilos y
en plaquetas humanas.

Los objetivos especificos:

e Optimizar metodolégicamente las técnicas de aislamiento de neutr6filos y plaquetas, asi
como la extraccidon proteica de las mismas, para obtener el maximo rendimiento en la
deteccion del receptor P2X7.

e Deteccion por Western blot del receptor P2X7 en neutrdfilos y plaquetas en condiciones
basales, y valorar la existencia de posibles isoformas diferentes del receptor mediante el
uso de dos anticuerpos anti-P2X7 dirigidos a diferentes epitopos de la proteina del
receptor P2X7.

e Analizar la influencia del agonista endogeno del receptor P2X7 (ATP), de estimulos
inflamatorios (LPS) y fibroticos (TGF-£1) sobre la expresion del receptor P2X7 en
neutroéfilos y plaquetas humanas.

e Detectar el gen del receptor P2X7 en neutréfilos humanos en condiciones basales y con
los estimulos descritos (ATP, LPS y TFG-£1).

Ademés, el presente trabajo se alinea con los objetivos de la agenda 2030: ODS 3. Salud y
bienestar y, ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras con un grado de relacion alto.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MUESTRAS

Para la realizacion de este trabajo experimental se emplearon dos tipos de muestras humanas. Por
un lado, se emplearon células endoteliales. Estas células fueron extraidas de cordones umbilicales
donados por madres sanas del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Por otro lado, se empled
sangre procedente de donantes sanos del Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana.
Dichos donantes no deberian haber tomado ningiin AINE (Medicamento Antiinflamatorio No
Esteroide) durante las dos semanas previas a la dicha extraccion y la sangre fue recogida en tubos
de sangre cuyo anticoagulante fue el citrato s6dico. Con la sangre se procedi6 a la extraccion de
neutrofilos y plaquetas.

Los donantes de sangre del Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana firmaron un
consentimiento informado. Ademas, el Comité Etico del Hospital Clinico Universitario de
Valencia aprob¢ el proyecto dentro del cual se enmarca este estudio in vitro con muestras de
cordon umbilical. Todas las pacientes firmaron un consentimiento informado.

La toma de muestras no fue excluyente en cuanto a diferencias en el sexo, raza o etnia entre los
diferentes grupos.

3.2. CULTIVO Y AISLAMIENTO CELULAR

3.2.1. Aislamiento y cultivo de células endoteliales de la vena de cordon
umbilical (HUVEC)

Para la obtenciéon de HUVEC, se procedio a realizar el método de la colagenasa. La vena del
cordon se lavo por el interior con tampodn fosfato salino (PBS) (20012068, Gibco™) se introdujo
colagenasa disuelta en PBS (1 mg/ml) y se mantuvo a 37°C y 5% CO2 durante 17 minutos en el
incubador. Una vez finalizado el periodo de incubacion, se llevo a cabo un ligero masaje para
garantizar la separacion de las HUVEC de la pared del vaso y se recogié el contenido en un tubo
conico de 50 mL apto para centrifuga que se centrifugd 5 minutos a 20°C y 1100 rpm. El pellet
de células obtenido se resuspendié en 5 mL de EBM™-2 Basal Medium (CC-3156, Lonza
Bioscience) completo y se llevo a un flask T-25 que, posteriormente se llevd a incubar en
condiciones optimas de crecimiento (37°C y 5% COy).

Para la realizacion de experimentos con células HUVEC se trabajo en pase 1. Para ello, una vez
alcanzado el 100% de confluencia en el flask de cultivo T-25, las células se pasaron a una placa
de cultivo de 6 pocillos (pase 2). Para ello, el flask se lavo con PBS, se incubaron las células
primarias con tripsina durante 2 minutos en el incubador afiadiendo inmediatamente el medio con
suero para neutralizar y se recogid la solucion celular en un tubo conico de 50 ml. Se centrifugd
5 minutos 1200 rpm y el pellet fue resuspendido en medio EMB-2 obteniendo un volumen del
cual fueron necesarios 2 ml en cada pocillo para la siembra en placa. Las células se mantienen en
el incubador a 37°C, en atmosfera humeda de 95% aire y 5% CO..

3.2.2. Aislamiento de leucocitos polimorfonucleares (PMNs) a 37°Cy a 4°C

En un tubo coénico de 50 mL, se vertio el contenido de 6 tubos de sangre (aproximadamente 27
mL de sangre) y se adicion6 solucion de dextrano 3% (31392, Sigma-Aldrich) a razén de 10 mL
por cada 20 mL de sangre, mezclando por inversion. Se mantuvo la mezcla en reposo durante 45
minutos con el propdsito de conseguir la separacion de fases por gradiente de densidad.
Transcurrido ese tiempo, se afiadid 15 mL de Ficoll-Paque™ Plus (GE17-1440-03, Cytiva) en un
tubo conico de 50 mL apto para centrifuga. Se recogio la fase amarillenta y se depositd gota a
gota sobre el Ficoll-Paque sin que se mezclen. Se centrifugd 25 minutos a 1800 rpm.
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Finalizada la centrifugacién, los PMNs quedan en el sedimento junto con los eritrocitos por lo
que se aspir6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 3 mL de solucidn de lisis (NH4Cl,
NaHCOs, EDTA»Na»-2H,0) durante 5 minutos. Se centrifugdé 5 minutos a 1200 rpm (Figura 6).
Este paso se debe repetir una vez mas si el pellet continlla teniendo eritrocitos que no han sido
lisados por completo. Se lavo el sedimento con 5 mL de solucién salina equilibrada de Hank
(HBSS sin Ca*" ni Mg?") (H6648, Sigma-Aldrich) y se centrifugd 5 minutos a 1200 rpm.

El sedimento obtenido fue resuspendido en 3 ml de medio RPMI-1640 completo (21875034,
Gibco™). Y, por ultimo, se realizo el recuento celular en cdmara de Neubauer a una dilucion
1:100.

Tiiluted
periplieral
Elood

Plasma

T Peripheral blood monemueear cells
(PEMCs) + Platelets
Teed hlood cells

icoll-Bague
Ficoll-Pague Lyse = centrifuge

lll‘tl‘l(ll\tl“((l('[lq

Red bluod cells |
Polymarphonuclear

cells

Polymorphonuclear
leukocytes (PMN)

Figura 6. Procedimiento de aislamiento de PMNs. Adaptado de “Isolate Cells from
Blood”, por BioRender.com (2023). Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-

templates.

3.2.2.1.  Modificaciones del protocolo

Se probaron dos tipos de métodos de aislamiento:

e A temperatura ambiente. No se aplicaron modificaciones mas alla de asegurarse que se
cumplian condiciones de temperatura ambiente en todos los pasos. Se debe asegurar que
la centrifuga esta a 20°C.

e En frio. Todo el procedimiento se realiz6 en hielo asegurando que la centrifuga estaba a
4°C. Ademas, se modifico el protocolo de forma que, en este caso, se lavo el sedimento
celular con 5 mL de PBS suplementado con tableta cOmplete Mini® (11836153001,
Roche Diagnostics).

3.2.3. Aislamiento de plaquetas

En un tubo conico de 50 mL apto para centrifuga se vertio el contenido de 4 tubos de sangre
(aproximadamente 18 mL de sangre) y se centrifugé la sangre a 1100 rpm durante 20 minutos.
Finalizada la centrifugacion, se recogio el sobrenadante (PRP o plasma rico en plaquetas) con
cuidado en un tubo de 15 mL. El PRP recogido, se centrifugé a 2000 rpm durante 10 minutos y
se retir el sobrenadante (PPP o plasma pobre en plaquetas) (Figura 7). Se procedio con el lavado
de las plaquetas anadiendo solucion de lavado 10mM HEPES (H3784, Sigma-Aldrich) Tyrode
(T2397, Sigma-Aldrich) al sedimento de plaquetas. Se resuspendié con mucho cuidado evitando
al maximo la activacion de las plaquetas. Posteriormente, se centrifugaron las plaquetas lavadas
a 2000 rpm durante 10 minutos y finalmente, se retir6 el sobrenadante y se congel6 el pellet a -
80°C.
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Figura 7. Procedimiento de aislamiento de plaquetas. Creado con BioRender.com.

3.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE TRATAMIENTO

Por una parte, los diferentes tipos celulares fueron recogidos sin ser tratados, en condiciones
basales.

Por otra parte, los distintos tipos celulares fueron tratados de manera independiente con los
estimulos o vehiculos indicados en la tabla 2 durante 4 h a 37°C. En el caso de las HUVEC, fueron
tratadas en placas de 6 pocillos cuando alcanzaron el 95% de confluencia. Los PMNs fueron
tratados en el ultimo paso de aislamiento, una vez se ajustado el nimero de neutréfilo a x / ml de
medio RPMI. Las plaquetas fueron tratadas cuando estaban en el PRP.

Tabla 2. Estimulos pro-inflamatorios y pro-fibroéticos empleados en PMNs, HUVEC

y PRP.
Tratamiento Concentracion utilizada
TFG-B1
(3876853, Sigma-Aldrich) > ng/ml
LPS
(L4391, Sigma-Aldrich) 500 ng/ml
ATP
(A26209, Sigma-Aldrich) 4 mM
Vehiculos: H20 destilada estéril y filtrada (J60610.EQC, ThermoFisher Scientific)
Solucion salina estéril y filtrada (S0817, Sigma-Aldrich)

3.3.1. Recogida de las células

Las HUVEC fueran levantadas de los pocillos con tripsina 2 min a 37°C y tras neutralizar la
tripsina con medio EMB-2, los re-suspendidos celulares se centrifugaron 5 min a 1200 rpm. El
pellet fue lavado con PBS y tras una segunda centrifugacion, el pellet de HUVEC fue
inmediatamente congelado a -80°C.

Los PMNss tratados se centrifugaron durante 5 min a 1200 rpm, se lavaron con PBS y se volvio a
centrifugar 5 min a 1200 rpm para recoger el pellet que se congeld inmediatamente a -80°C.

Respecto a las plaquetas, al haber tratado el PRP se debe continuar con el protocolo de lavado y
aislamiento de plaquetas mencionado anteriormente.

3.4. WESTERN BLOT

El Western blot, también conocido como immunoblotting se utiliz6 para identificar la expresion
del receptor purinérgico P2X7 a nivel proteico.
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3.4.1. Obtencion de extractos proteicos

El pellet celular tratado, previamente congelado a -80°C, se descongeld con el propdsito de llevar
a cabo la extraccion de las proteinas mediante el empleo de dos soluciones de lisis diferentes de
la siguiente composicion:

e Bl compuesto por tableta cOmplete Mini® y Phosphosafe™ Extraction Reagent (71296-
3, Sigma-Aldrich) a la dilucion 1:10

e B2 (Tris-HCI 50mM pH 7,8, NaCl 137 mM, EDTA ImM, NaF 10mM, S-glicerofosfato
10mM, Na ortovanadato ImM, Triton X-100 1%, lauroil sarcosinato de sodio 0,2%,
glicerol 10%) suplementado con tableta cOmplete Mini®.

Seguidamente, se vortearon las muestras antes y después de dejarlas incubar en hielo durante 10
min. Finalmente, se centrifugaron a 13.000 rpm durante 5 min a 4°C. El sedimento se desecho y
se recogio el sobrenadante proteico de cada una de las muestras en un eppendorf.

Los volumenes de buffer de lisis utilizado son optimizados al tipo celular. Este sera distinto segun
el nimero de células que haya en el sedimento: 120 uL para PMNs 150 pL para plaquetas y 40 uL para
HUVEC,

3.4.2. Cuantificacién de proteina: ensayo Acido Bicinconinico (BCA)

Para la cuantificacion de proteinas presentes en nuestro extracto celular se empled el ensayo del
BCA. Este ensayo se basa en la reaccion de reduccion de Biuret que consiste en el paso de iones
cupricos (Cu*") a iones cuproso (Cu*) producida por las proteinas en condiciones alcalinas. Estos
iones reaccionan con el BCA observandose una coloracion morada en los pocillos. La reaccion se
ve considerablemente afectada por cuatro aminoacidos especificos (cisteina, cistina, tirosina y
triptofano) presentes en la secuencia de aminoacidos de la proteina (THERMOFISHER.COM,
n.d.).

Para llevar a cabo la cuantificacion, se emple6 el kit Pierce™ BCA Protein Assay Reagent (23227,
ThermoFisher Scientific). Se elabor6 una recta patrén empleando seroalbumina bovina (BSA)
(C=0-1000 pg/ml) (A6784, Sigma-Aldrich) y, a continuacion, se prepararon las muestras a la
dilucién adecuada por duplicado. Las muestras se incubaron durante 30 min a 37°C en agitacion
y, posteriormente, se midio la absorbancia a 570 nm en el espectrofotometro Multiskan SkyHigh
(ThermoFisher Scientific). El contenido proteico sera proporcional a la absorbancia detectada.

3.4.3. Protocolo de la técnica
3.4.3.1.  Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Los extractos citosolicos y nucleares se mezclaron con tampon de carga 6X (Dodecilsulfato de
Sodio (SDS) 10%, B-mercaptoetanol 14M, Tris-HCI 2M pH 6.8, glicerol y azul de bromofenol
0.5%) para posteriormente desnaturalizar las proteinas a 100°C durante 5 minutos en el
termobloque. Posteriormente, las muestras se prepararon a una dilucion 1:10 con tampdn 1X
(Tampon 6X, H,0 estéril).

Tanto las muestras proteicas como el marcador de peso molecular se cargaron en un gel de
acrilamida al 10%, previamente preparado. Concretamente, se utilizo el EZ-Run™ Pre-Stained
Rec Protein Ladder (Fisher BioReagents®) de peso molecular comprendido entre 10-170 kDa.
Ademas, se cargaron concentraciones iguales de proteinas en cada pocillo.

La electroforesis se realizdé con el sistema Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad®) utilizando un
running buffer o tampon de electroforesis (Tris-HCI 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y SDS 0.1 %
v/v). La electroforesis se realizo a voltaje constante durante 1h y 30 min a 120V.
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3.4.3.2. Transferencia a membrana de nitrocelulosa

Una vez separadas las proteinas en funcion de su peso molecular, se hizo uso del Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad®) para realizar la transferencia de estas en el gel de
acrilamida a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um aplicando un amperaje constante de 350A
durante 75 min en frio, utilizando un tampoén de transferencia (Tris-HCI 25 mM pH 8.3, glicina
192 mM y metanol 20 % v/v).

Transcurrido este periodo de tiempo, las membranas se bloquearon en agitacion suave (50 rpm)
y a temperatura ambiente durante 1 hora con BSA o leche desnatada en polvo (Hacendado) al 5%
en tampon de lavado TBS-T 1X (Tris Buffer Sulfate 1X, Tween 20 0°1%). Las proteinas de la
solucion de bloqueo se unirdn a todos aquellos lugares de unién de la membrana que no estén ya
ocupados por las transferidas de forma que el anticuerpo sélo podra unirse a su antigeno especifico,
reduciendo asi el ruido de fondo y los falsos positivos.

3.43.3. Incubacién con anticuerpos

Tras el bloqueo, las membranas se incubaron overnight a 4°C y en agitaciéon (50 rpm) con el
anticuerpo primario correspondiente. Los anticuerpos primarios son especificos de la proteina de
interés que se desea detectar (Tabla 3). En cuanto al control de carga se utilizo la proteina GAPDH
para PMNs y HUVEC mientras que, en plaquetas, se utilizo B-actina (Tabla 3).

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios empleados, junto con la dilucion
utilizada, su peso molecular y el revelador adecuado, para la deteccion de las
proteinas P2X7, f#-actina y GAPDH mediante la técnica de biologia molecular

Western blot.
Anticuerpo Peso Dilucién Anticuerpo Dilucion Revelador
primario mol. empleada secundario empleada empleado
(kDa)
Anti-Goat IgG Immobilon®
Anti-P2X7 antibody 1:500 en HRP-conjugated Forte Western
dirigido a N-terminal 69 le.che 59 antibody HRP Substrate
(ab93354, Abcam) ’ (HAF017, R&D (WBLUF0500,
Systems) Sigma-Aldrich)
SuperSignal™
Anti-P2X7 Receptor West Femto
(extracellular) Maximum
antibody dirigido a 7 1:1000 en 1:1000 en Sensitivity
zona extracelular BSA 5% leche 5% Substrate
(P9122, Sigma- Anti-Rabbit IgG (34096,
Aldrich) HRP-conjugated ThermoFisher
antibody (HAFO008, Scientific)
R&D Systems)
Anti-Actin (20-30)
antlb-ody prqduced 1:1000 en
in rabbit 43 S
. leche 5% Immibilon®
(A5060, Sigma- e
Aldrich) Crescendo
Western HRP
GAPDH Loading . Substrate
Control Monclonal A ouse ;%ecfi (WBLURO500,
Antibody (GAIR) 2 1:5000 en . tibf’ dgy 1:1000 en | Sigma-Aldrich)
- 0 0
(MAS 15‘738, leche 5% (HAF007, R&D leche 5%
ThermoFisher Systems)
Scientific) Y
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Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con TBS-T 1X durante 10 minutos cada uno, a
temperatura ambiente y en agitacion rapida (150 rpm). A continuacién, se incubaron las
membranas durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion (50rpm) con el anticuerpo
secundario correspondiente (Tabla 3). Finalmente, se realizaron otros tres lavados con TBS-T 1X
para eliminar el exceso de anticuerpo.

3.43.4. Revelado: deteccion por quimioluminiscencia

En este paso, se procedid a la visualizacion de las bandas en la membrana mediante
quimioluminiscencia utilizando el equipo Amersham ImageQuant 800 (Roche Diagnostics). Los
anticuerpos secundarios estan conjugados al enzima peroxidasa de rdbano (HRP, horseradish
peroxidase) que al adicionar los reveladores correspondientes para cada proteina (tabla 3)
compuestos por peroxido de hidrogeno (agente oxidante) cataliza la conversion de sustratos
cromogénicos en productos coloreados, y produce luz detectable por métodos
espectrofotométricos.

Tras el revelado, se procedio con la técnica del stripping para eliminar los anticuerpos de la
membrana de nitrocelulosa. Para ello, se incubaron las membranas con Restore™ Western blot
Stripping Buffer (21063, ThermoFisher Scientific) durante 40 minutos a T* ambiente y en
agitacion (150 rpm).

3.4.3.5. Analisis densitométrico de las bandas

Con respecto a la cuantificacion de las bandas detectadas, se utilizo el software Fiji (Imagel)
(National Institutes of Health (NIH), Maryland, EEUU). El area de la banda de P2X7 se dividio
por su correspondiente area de control de carga (GAPDH o B-actina) y dicho resultado se expreso
en porcentaje con respecto a su vehiculo.

3.5. TRANSCRIPCION REVERSA Y REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA EN TIEMPO REAL (RT-qPCR)

La variante de PCR conocida como transcripcion inversa PCR (RT-PCR) va a permitir la
deteccion del ARNm expresado por genes enddgenos, en este caso, P2X7 y otros de interés.

3.5.1. Extraccion y cuantificacion de ARN procedente de la muestra
experimental

El sedimento celular, previamente congelado a -80°C, se descongelo y se procedid a la extraccion
y purificacion del ARN transcrito total mediante el empleo del kit RNA Spin Mini (GE25-0500-
72, Sigma-Aldrich), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Este proceso se realiza
con la finalidad de obtener todo el ARNm presente que es codificado por los distintos genes que
se quieren detectar. El pellet celular fue resuspendido en una solucién de lisis junto con B-
mercaptoetanol y homogeneizado con ayuda de una aguja de 25G. Posteriormente, se adicion6
etanol al 70% y se transfirid a una columna para retener el ARN extraido. Después se incubo con
ADNsa para eliminar el ADN gendmico, se procedio a lavar las columnas 3 veces con las
soluciones de lavado correspondientes, proporcionadas por el kit de extraccion. Finalmente, el
ARN fue eluido de la columna empleando agua libre de ARNsas.

Una vez extraido el ARN de las muestras se procedio a determinar su pureza y su concentracion.
Para ello, se empleo el espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Una
vez cuantificado se procedio a la sintesis del 4cido desoxirribonucleico complementario
(ADNC).
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3.5.2. Sintesis de ADN complementario (ADNc) por transcripcion reversa

El ADNCc fue sintetizado por transcripcion inversa o retrotranscripcion (RT) empleando el kit de
reactivos PrimeScript™ RT (RR037A, Takara Bio Inc.), siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante. En esta reaccion, el enzima transcriptasa reversa cataliza la sintesis del ADN a partir
del ARN obtenido y que después sera amplificado.

La reaccion se realizo en un volumen final de 20 pL usando 1 pg de ARN extraido resuspendido
en H,O libre de ARNasas (volumen final de 13 pL) y 4 pL de 5X PrimeScript Buffer, 1 uL de
PrimeScript RT Enzyme Mix, 1 pL de Random nanomers y 1 pL de Cebador Oligo dT
complementario a la terminacion poliadenilada del ARNm de organismos eucariotas.

Dicha reacciéon se llevd a cabo en el termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied
Byosistems) segun las condiciones mostradas en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones utilizadas para la sintesis del ADNc¢ empleando el termociclador
SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Byosistems).

Fase 1 Fase 2
Temperatura 37°C 85°C 4°C
Tiempo 15 min 5 seg o0

3.5.3. PCR cuantitativa en tiempo real

La RT-qPCR cuantitativa (RT-qPCR) se realizo con SYBR® Premix Ex TaqgTM (RR420W, Takara
Bio Inc.) que contiene ADN polimerasa Takara Ex Taq HS, mezcla de ANTP, Mg+2, Tli RNasa H
y TB Green I.

Se emplearon placas de 96 pocillos LightCycler® 480 Multiwell (Roche Diagnostics) donde la
reaccion se llevo a cabo mezclando 1 pL. de ADNec sintetizado, 5 pL de la pre-mezcla SYBR Ex
Taq 2X, 2 uM del cebador sentido y antisentido del gen que se desea analizar, y agua libre de
RNAsas en un volumen final de 10 pL. Se sellé la placa con un plastico autoadhesivo
(LightCycler® 480 Sealing Foil) y se centrifug6 a 1200 rpm durante 1 minutos.

Los primers utilizados para la realizacion de las PCR (Tabla 5) fueron disefiados y adquiridos en
Sigma-Aldrich.

La toma de datos se llevo a cabo en un sistema de PCR en tiempo real Light Cycler 96 (Roche
Diagnostics), siguiendo el siguiente protocolo: 30 seg a 95°C; 5 seg a 95°C; 20 seg a 60°C (50
ciclos); 1 sega 95°% 15 sega 65°C; 1 seg a 95°C y 30 seg a 40°C.

Los datos de RT-qPCR fueron analizados usando el método comparativo de Cr obteniendo la
expresion génica relativa del gen de interés. Este método se basa en la ecuacion:

Fold Change = )-(AACT)

donde AACr = Cr (gen de interés) — Cr (gen de control de carga). Se us6 GAPDH como control
de carga.
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Tabla 5. Pares de cebadores especificos para humanos empleados en la técnica de
biologia molecular qRT-PCR.

Secuencias
Forward T? de Reverse T de
hibrid. hibrid.
(W9) (WO
P2X7R 5 5
CACCGCAGACTACAAATTCC 68,9 GGGATACTCGGGACACAACC 67,9
-3 -3
P2X4R 5 5-
CCGAGATTCCAGATGCGAC 65,9 GGTAAGTAGTGGTGATGTTGGG 62
z =i 3
2 | TFG-B1 |- 5-
g AGCAACAATTCCTGGCGATAC 56,9 CGGTAGTGAACCCGTTGATG 483
= -3 -3
& g1 [ 5~
TTC GAC ACA TGG GAT AAC GAG G 67,9 TTT TTG CTG TGA GTC CCG GAG 68,4
-3 -3
GAPDH 5= 5~
GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC 63,3 TTCCCGTTCTAGCCTTGAC 61,8
-3 -3

3.6. ESTADISTICA Y TRATAMIENTO DE LOS DATOS

Debido a una poblacién muestral muy pequefia y la presencia de datos extremadamente atipicos
(una de las columnas presenta valores repetidos al 100%), realizar una prueba de normalidad no
seria confiable ni significativa. Dado este escenario, es adecuado optar por un enfoque no
paramétrico en lugar de uno paramétrico, ya que los métodos no paramétricos son mas flexibles
y robustos frente a la falta de normalidad, ofreciendo resultados mas confiables en este tipo de
situaciones.

Ateniendo a los resultados, estos se expresaron como la media aritmética = error estandar de la
media (SEM) para un numero n de experimentos >3, excepto algin experimento puntual donde
n=2. Haciendo uso del programa GraphPad Prism® 8, se llevaron a cabo los analisis estadisticos:

e Ala hora de comparar >2 grupos de tratamiento, se lleva a cabo un analisis de varianza
ANOVA de una via con medidas repetidas Kruskal-Wallis (no pareado, no paramétrico).
e Con el fin de comprar 2 grupos de tratamiento, se realiza analisis Mann-Whitney t test
(no pareado, no paramétrico) o Kolmogorov-Smirnov t-test (no pareado, no paramétrico).

De manera general, se considera significa la diferencia entre los diferentes grupos de tratamiento
cuando p-value (p) <0’05.

4. RESULTADOS

4.1. OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO DE LA TECNICA WESTERN
BLOT PARA PMNs

Se realizé una primera aproximacion experimental para detectar el receptor P2X7 en PMNs
aislados (20°C) de 8 donantes en condiciones basales sin ningln tipo de tratamiento. En esta
aproximacion experimental no se tuvo en cuenta el nimero de PMNs por volumen de solucion de
lisis (B1), el cual varié de 500.000-3.000.000 de PMNs/ul en funciéon de cada donante. Como
muestra la figura 8, en la primera membrana de Western blot de PMNs se carg6 25 ng de proteina
por pocillo procedentes de los 8 extractos proteicos, pero no se observé ninguna banda a ~72 KDa
correspondiente receptor P2X7 segtn el anticuerpo ab93354 (Abcam). En extractos proteicos de
HUVEC procedentes de 3 cordones umbilicales, utilizados como control positivo del receptor
P2X7, se observa claramente una banda a ~72 KDa correspondiente a dicho receptor para el
anticuerpo ab93354 (Abcam) (figura 8). No se detectd una buena banda del control de carga de
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GAPDH en PMNs, aunque si de la banda de (-actina tras stripping de la membrana (figura 8).
Por ello, se repitié el Western blot de estas mismas muestras de extractos proteicos de PMNs
cargando mas proteina (85 pg) en cada pocillo, pero tampoco se detectd ninguna banda a ~72
KDa correspondiente al receptor P2X7 (figura 8).

Para validar los anticuerpos que estabamos utilizando para cada proteina (receptor P2X7, GAPDH
y B-actina), se realiz6 experimentos similares en las células HUVEC procedentes de 3 cordones
umbilicales en condiciones basales, y en estas células se detectaron bandas a 72kDa, 43kDa y
34kDa correspondiente al receptor P2X7, f-actina y GAPDH respectivamente (figura 8).

PMNs \ _ HUVEC
kDa 25 pg 85 ng :
72 - IS I = — ] P2x7R
; I (e [ = — —| f-actina
14 | oSttt *= s w=| GAPDH
DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 : H1 H2 H3

Figura 8. Western blot del receptor P2X7 en PMNs humanos y HUVEC. Los extractos
proteicos de PMNs (carga 25 ug o 85 ug de proteina) proceden de 8 donantes (D1-DS), y
los de HUVEC (carga 12pug de proteina) proceden de 3 cordones umbilicales (H1-H3). 5
-actina y GAPDH fueron utilizados como control de carga. Los anticuerpos utilizados
fueron ab93354 (Abcam), A5060 (Sigma-Aldrich) y MAS5-15738 (ThermoFisher
Scientific) para la deteccion del receptor P2X7,  -actina y GAPDH, respectivamente.

El hecho de que a pesar de cargar hasta 85 pug de proteina de PMNs, con el objetivo de incrementar
la sensibilidad de deteccion del receptor, y no observamos mejoria en la banda de -actina, junto
con el problema de detectar la banda de GAPDH, implic6 la realizacion de diferentes opciones
experimentales manteniendo la carga del extracto proteico a 25 pg/celda. El objetivo fue descartar
que las proteinas no estuvieran siendo degradadas por la accion enzimatica de los neutréfilos vy,
por tanto, impidiera detectar el receptor P2X7.

Para ello, en otro grupo de muestras de PMNs procedente de 4 donantes (D9 -D12) nuevos, se
abordaron 3 condiciones experimentales diferenciales respecto al primer grupo de 8 donantes.
Donde por cada muestra de cada donante se realizaron cambios que afectaron al método de
aislamiento de los PMNs y de extraccion de proteina de dichos PMNSs:

1) Aislar PMNs a 4°C y a 20°C.
(i) Ajustar el nimero de PMNs por volumen de solucion de lisis a ~50.000 PMNs/uL.
(ii1)  Utilizar una nueva solucion de lisis de diferente composicion (B2) en lugar del B1.

Revisando esas condiciones en los primeros 8 donantes donde los PMNs se aislaron a 20°C y se
utiliz6 solucion de lisis B1 para la extraccion de proteinas (figura 9), se aprecia que existe una
ausencia de la banda de GAPDH en aquellas muestras donde el niimero de células por volumen
de solucion de lisis es > 1x10° cél/uL (a excepcion del donante 4), mientras que la banda mas
intensa de GADPH corresponde a la condicion de la extraccion proteica de < 5x10° PMNs/uL
solucion (donante 3). Por ello, el siguiente Western blot se realiza con extractos procedentes de 4
donantes donde el namero de células siempre es inferior o igual a 5x10° PMNs/uL solucion de
lisis, pero donde se varia las condiciones de aislamiento de PMNs a 4°C y se utiliza otra solucion
de lisis diferente (B2) (figura 9).
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Figura 9.Western blot del GAPDH en PMNs humanos con diferentes condiciones
experimentales. Los extractos proteicos de PMNs proceden de 12 donantes (D1-12)
(carga 25 pg de proteina) con condiciones experimentales diferenciales respecto a; la
temperatura de aislamiento de PMNs (37 °C y 4 °C), la composicion de las soluciones de
lisis (B1 y B2) para la extraccion proteica, y la proporcion de numero de células por
volumen de solucion de lisis (>10° cél/uL y <5x10° cél/uL). La numeracion repetida en
los donantes D9-12 significa que las bandas corresponden al mismo donante. El anticuerpo
para la deteccion del GAPDH utilizado es MA5-15738 (ThermoFisher Scientific).

La cuantificacion de las bandas de GAPDH como referencia de optimizacion de la extraccion
proteica de los PMNs en las diferentes condiciones experimentales se muestran en la figura 10.
En la figura 10A, se compara la intensidad de las bandas de GAPDH de extracciones proteicas
obtenidas con diferentes proporciones respecto al nimero de células por volumen de cualquier
solucion de lisis (B1 y B2), de forma que extracciones proteicas de menos de 5x10° PMNs/uL
proporciona una banda de GADPH significativamente mas intensa y uniforme (p < 0.001) que la
sefial del GAPDH cuando la extraccion proteica se realiza a partir de mas de 1x10° PMNs/uL.
En la figura 10B, se ha mantenido constante la premisa de < 5x10°> PMNs/uL solucién de lisis
para la obtencion de los extractos proteicos, y se ha cuantificado la banda de GAPDH en funcién
de la temperatura de aislamiento de los PMNs. De forma que observamos que el aislamiento de
los PMNs a 4°C optimiza significativamente (p < 0.05) la extraccion del GAPDH. Por tltimo, en
la figura 10C se mantienen las premisas del numero de células inferior a 5x10° PMNs/uL y el
método de aislamiento a 4°C, mientras que valoramos la importancia de la composicion de la
solucion de lisis, siendo la solucion B1 significativamente mas eficaz para la extraccion proteica
del GAPDH que la B2.
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Figura 10. Cuantificacion de la intensidad de la banda de GAPDH en extractos
proteicos de PMNs humanos obtenidos en diferentes condiciones experimentales. (4)
Diferente proporcion de células por volumen de solucion de lisis; la extraccion proteica
se ha realizado con un niimero inferior a 5X10° y superior a 5x 103 PMNs/uL de solucion
de lisis de n° de donantes (n) > 7. (B) Diferente temperatura (4°C y 20°C) durante el
aislamiento de PMNs; los extractos proteicos se obtuvieron de ~50.000 PMNs/uL de
solucioén de lisis (n >4). (C) Diferente composicion de solucion de lisis B1 vs B2, tras aislar
los PMNs a 4°C y a partir de extraccion proteica de ~50.000 PMNs/uL de (n > 2). Los
datos fueron analizados con el andlisis estadistico t-test Mann-Whitney (no paramétrico)
(* p<0.05 y ***p< 0.001).

A la vista de estos datos preliminares, los resultados presentados a continuacion se han obtenido
mediante el aislamiento de los PMNs a 4°C, y posterior extraccion proteica a partir de ~50.000
PMNs/uL de la solucion de lisis, cuya composicion corresponde a la solucion de lisis B1.

4.2.EXPRESION DEL RECEPTOR P2X7 EN NEUTROFILOS Y
PLAQUETAS HUMANAS EN CONDICIONES BASALES

4.2.1. Expresion de la proteina P2X7 en PMNs empleando distintos
anticuerpos

Se analizo si los neutrofilos expresaban el receptor P2X7 en condiciones basales, y se utilizo
HUVEC humanas como control al ser un tipo celular que expresa dicho receptor. Ademas, en base
al polimorfismo de dicho receptor, se utilizaron distintos anticuerpos anti-P2X7 dirigidos a
diferentes epitopos de la proteina; ab93354 (Abcam) localiza la zona N-terminal del receptor
mientras que, por otro lado, el anticuerpo P9122 (Sigma-Aldrich) localiza el epitopo extracelular
del receptor.

La figura 11 A muestra resultados distintos para los extractos de PMNs en funcion del anticuerpo
utilizado. Al incubar las membranas con el anticuerpo ab93354 se observa una banda en todas las
muestras (n=9, D11-D19) a ~50KDa y en alguna de ellas una segunda banda a 72 KDa. Estos
datos coinciden con la referencia que proporciona la casa comercial (Anexo II). Si comparamos
estos resultados con las HUVEC (figura 11C) frente anticuerpo ab93354, la banda del receptor
P2X7 se observa muy nitidamente a ~72KDa y no a 45KDa.

Por otro lado, las membranas incubadas con el anticuerpo P9122 (Figura 11A) de las muestras de
PMNs, no mostraban ninguna banda a 72KDa y, ademas, se detectd un nimero de bandas que no
concordaban con el receptor P2X7 segun lo especificado por la casa comercial (Anexo III). Al
comparar las membranas de PMNs con las de HUVEC (Figura 11C) incubadas con el anticuerpo
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P9122, se observo la aparicion de numerosas bandas que dificultaba la identificacion de la sefial
correcta del P2X7 respecto las indicaciones comerciales.

En plaquetas procedentes de 5 donantes, se observé una banda nitida a 72 KDa. Se demostro la
presencia del receptor P2X7 al obtener una banda diferencial a la altura predicha por la casa
comercial (Anexo II).

La diversidad de bandas utilizando el anticuerpo P9122 que no se ajustaba a la referencia de la
casa comercial sugeria poca especificidad de dicho anticuerpo, por lo cual el resto de los estudios
del presente trabajo se llevaron a cabo con el anticuerpo ab93354.
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Figura 11. Membranas de Western blot de extractos de PMNs humanos (A),
plaquetas (B) y HUVEC (C) frente a dos anticuerpos diferentes frente al receptor
P2X7. ab93354 (Abcam) localiza la zona N-terminal del receptor y P9122 (Sigma-Aldrich)
localiza el epitopo extracelular del receptor. Procedencia de la muestra; donante (D) y
cordon umbilical (H).

4.3. EXPRESION DEL RECEPTOR P2X7 EN NEUTROFILOS Y
PLAQUETAS HUMANAS TRAS ESTIMULOS INFLAMATORIOS
Y FIBROTICOS

A continuacioén, se estudio la expresion del receptor P2X7 en neutrofilos y plaquetas tras ser
tratadas 4 h con estimulos inflamatorios (LPS o ATP) y fibréticos (TGF-f1). Las HUVEC fueron
también tratadas 4h con los mismos estimulos y utilizadas como control positivo de la expresion
del receptor P2X7 (Figura 12D).
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Figura 12. Analisis de 1a expresion proteica mediante la técnica de biologia molecular
Western blot a partir de extractos de (A) PMNs humanos, (B) plaquetas y (C)
HUVEC tras 4 h de tratamiento con estimulos inflamatorios y pro-fibréticos. Las
graficas muestran la expresion de P2X7 expresado en porcentaje vs. control, utilizando
como control de carga la GAPDH, tras el tratamiento con H,O y solucién salina (SS) como
vehiculos, TFG-B1 (5ng/mL), ATP (4mM) y LPS (50ng/mL). También se muestran las
membranas mas representativas de los Western blot realizados para la proteina analizadas
junto con el control de carga empleado. Los resultados de las graficas se representan como
la media + SEM (en PMNs, n=7; en plaquetas, n=3; en HUVEC, n=2). Los datos fueron
analizados con el analisis estadistico Anova Kruskal-Wallis (no paramétrico) por las
correcciones de Dunn (¥*p<0°05).

En cuanto a los resultados mostrados en figura 12A, es destacable que en PMNs se observo una
disminucion significativa (p<0.05) en la expresion de la proteina P2X7 inducido por el estimulo
pro-inflamatorio ATP a una muy alta concentracion (4 mM), que Gnicamente afectaba a la banda
de ~ 72KDa, mientras que este cambio no se observo en la cuantificacion de la banda de ~50KDa.
En las muestras de plaquetas (n=3) (figura 12B), donde solo se apreciaba la banda del receptor
P2X7 a ~ 72KDa, se muestra cierta tendencia a la baja, pero no significativa, en las bandas
correspondientes a estimulos pro-inflamatorios (ATP o LPS), y dicha tendencia es opuesta en el
caso del estimulo pro-fibrotico (TGF-B1). Los tratamientos descritos mostraron mucha
variabilidad en las dos muestras de HUVEC tratadas como se observa en la figura 12C.

4.4. EXPRESION GENICA DE LOS RECEPTORES PURINERGICOS
P2X7, P2X4 Y DE OTROS MEDIDADORES INFLAMATORIOS

En este caso, se estudio la expresion de los genes P2X7, P2X4, IL-15 y TFG-B1 en neutrofilos
tras ser tratados 4 h con estimulos inflamatorios (LPS o ATP) y fibroticos (TGF-B1).

Respecto al gen del receptor P2X7 (figura 13A), se observa una regulacion al alza (p<0.05)
inducida por el tratamiento de los PMNs con LPS (n=4), estimulo pro-inflamatorio, mientras que
su expresion disminuye ante un estimulo diferente pro-fibrotico como es el TFG-£1. Es curioso
que un receptor purinérgico de la misma familia y con mucha semejanza estructural, como el
P2X4, tiene un comportamiento similar ante los estimulos citados, s6lo que en el P2X4 no se
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obtiene la significatividad con el tratamiento con LPS (n=3) (figura 13B). La expresion génica de
la IL-18 es incrementada significativamente (p<0.05) por el LPS, y aunque hay una tendencia al
alza no es significativamente afectada por el agonista de receptores purinérgicos ATP (figura 13C).
La expresion génica de TFG-£1 no se ve significativamente modificada, se podria decir que tanto
ATP como LPS tiene una tendencia a la baja, aunque no de forma significativa (Figura 13D).
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Figura 13. Efectos de estimulos proinflamatorios y profibréticos en la expresion de
los genes (A) P2X7, (B) P2X4, (C) IL-#1 y (D) TFG-f1 en PMNs. La expresion fue
analizada por RT-qPCR después de 4 h de tratamiento de los PMNs con TFG-£1 (5Sng/mL),
ATP (4mM) y LPS (50ng/mL). Los resultados se representan respecto al vehiculo (1 fold)
de la media £ SEM de n>3. El analisis estadistico t-test Kolmogorov-Smirnov (no
paramétrico) fue empleado para analizar los resultados (* p<0.05 vs vehiculo).
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5. DISCUSION

El receptor purinérgico fue descubierto en 1976 por Burnstock, inicialmente asociado con la
neurotransmision purinérgica en los nervios (Burnstock, 1972). Sin embargo, estudios posteriores
han demostrado que estos receptores no solo se encuentran en el cerebro, sino también en otros
tejidos como el corazon, el pulmoén, el higado, la tiroides, el rifion y los tumores (Chen et al.,
2018). En la actualidad, el campo de la sefalizacion purinérgica esta bien establecido, y se
comprenden ampliamente los roles fisiologicos que desempefia este sistema. Ahora, el enfoque
se ha desplazado hacia la fisiopatologia y el potencial terapéutico de la sefalizacion purinérgica
(Burnstock y Knight, 2018).

El receptor P2X7R se expresa en cardiomiocitos, células endoteliales vasculares y eritrocitos, asi
como en practicamente todas las células inmunitarias, destacando especialmente los monocitos,
macrofagos, linfocitos B y linfocitos T (Burnstock y Knight, 2018; Chen et al., 2018; Martinez-
Cuesta et al, 2020). De hecho, se ha descrito su contribucion en enfermedades derivada de la
activacion del sistema inmune (lupus, asma, Crohn, psoriasis, etc...) (Martinez-Cuesta et al.,
2020). En relacion con ello, a nivel cardiovascular P2X7R estd implicado en la inflamacién y
dafio celular, asociandose a la cardiopatia isquémica, los accidentes cerebrovasculares, la
aterosclerosis, la hipertension, la trombosis y la retinopatia diabética (Stokes et al., 2020; Chen et
al., 2018). No obstante, también se ha demostrado que la activacion de P2X7R protege al corazén
contra la lesién miocardica por isquemia-reperfusion, lo que presenta un fendmeno interesante,
ya que, aunque induce una respuesta inflamatoria en el corazon, también protege contra dicha
lesion (Chen et al., 2018). Adicionalmente al relevante grupo de patologias mencionadas, muchos
de los estudios actuales van dirigidos a evaluar el papel del receptor P2X7 en la sefializacion
tumoral y metastasica. Por todas estas razones, investigar el receptor P2X7 es prometedor pues
puede ser un objetivo terapéutico emergente para algunas enfermedades cardiovasculares e
inflamatorias (Chen et al, 2018). Esto resulta interesante pues en concreto, durante varias décadas,
las enfermedades cardiovasculares (ECV) han sido la principal causa de muerte a nivel mundial
que junto con el cancer se ha mantenido consistentemente entre las diez principales causas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2020).

A nivel molecular, el ATP liberado de las células dafiadas o infectadas provoca inflamacion
mediante la activacion de P2X7R y la posterior liberacion de citocinas inflamatorias, como la
interleucina IL-1B (Hechler y Gachet, 2015; Burnstock y Knight, 2018). Muchos de estos
procesos podrian ser el resultado de la activacion del complejo inflamasoma/P2X7R y patrones
moleculares posteriores (citoquinas y caspasas) en un ambiente extracelular alto en ATP. Los
leucocitos, como los PMNs, y las plaquetas son claves en la trombo-inflamacion (Rosales, 2018;
Rayes et al., 2020). En concreto, se ha descrito que la activacion de los receptores P2X7 por el
ATP desencadena la activacion de neutrdfilos humanos y murinos que, a través del inflamasoma
NLRP3, producen la liberacion de citocinas proinflamatorias, como IL-1p e IL-18 (Karmakar et
al., 2016). En los sitios de lesion vascular, los nucleotidos de adenina, liberados masivamente por
las plaquetas activadas, contribuyen tanto a la hemostasia como a la formacién de trombos al
amplificar en gran medida la mayoria de las respuestas plaquetarias (Hechler y Gachet, 2015).
Ademas, los neutrdfilos y las plaquetas también participan en la modulacién de la respuesta
inmunitaria. Los neutréfilos pueden regular la actividad de otras células inmunitarias y presentar
antigenos a linfocitos. Las plaquetas, por su parte, pueden interactuar con células inmunitarias y
liberar moléculas que afectan la respuesta inmunitaria (Rosales, 2018; Rayes et al., 2020). Los
datos sugieren que la interaccion entre las plaquetas circulantes y los neutréfilos influye en las
funciones inmunitarias innatas, contribuyendo posiblemente a regular la inflamacion vascular
(Maugeri et al., 2009).

A pesar de toda la relevancia fisiopatologica propuesta sobre el receptor P2x7, la mayoria de los
experimentos funcionales se han realizado en animal de experimentacion o células transfectadas,
aun asi, existen claras evidencias de la localizacion en diversos tejidos humanos como las placas
de ateroma, donde los neutrofilos y las plaquetas son elementos claves en su interaccion con un
endotelio dafiado y la tromboinflamacion. No obstante, escasos estudios han mostrado la
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expresion del receptor en plaquetas y neutréfilos humanos, aunque si en el endotelio. De hecho,
en la literatura cientifica solo se encontraron dos articulos (Karmakar et al., 2016; He et al. 2022)
que aportan las membranas de Western blot con resultados positivos para el receptor, pero
discutibles. Por ello, el principal objetivo es dar respuesta a la deteccion del receptor P2X7, en su
forma nativa o condicidn basal, en neutréfilos y plaquetas humanas. Lo primero que observamos
es la complejidad y la dificultad de detectar el receptor por técnicas de western blot en PMNs
humanos, lo cual dirige nuestras investigaciones inicialmente a optimizar la técnica de extraccion
proteica en los PMNSs.

Se le da importancia al uso de la inmunotransferencia para la deteccion de P2X7 debido a que
esta técnica puede determinar potencialmente varias caracteristicas importantes de las moléculas
bajo examen, como su presencia y cantidades, sus pesos moleculares relativos, sus tasas de
sintesis o degradacion y la presencia de ciertas modificaciones postraduccionales (Gilbert et al.,
2002).

En la primera aproximacion experimental para detectar el receptor en PMNs los datos
demostraron que cargar mas proteina no aumenta necesariamente la deteccion de dicho receptor.
Por ello, se dio la necesidad de optimizar la técnica. La primera condicion a ajustar fue la cantidad
de proteina en pg a cargar en cada pocillo. En el articulo Lallier et al. (2019), ya confirmaron que
la B-actina esté saturada por encima de 15 pg de carga de proteina. En el presente estudio, esto se
puede corroborar en los resultaods, lo que permitio concluir que una carga de proteina entre 10-
30 pg/carril es 6ptima para cuantificar la proteina. Se debe destacar que este baremo se debe a las
diferencias entre los distintos tipos celulares y sus métodos de aislamiento.

La temperatura de aislamiento de los neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) es importante por
varias razones fundamentales relacionadas con la viabilidad y la funcionalidad de estas células
inmunitarias especializadas. Tan pronto como ocurre la lisis, comienza la protedlisis,
desfosforilacion y desnaturacion junto a esto se suma también que los PMNs tienen una vida corta
y son propensos a la apoptosis. Estos eventos pueden ralentizarse considerablemente si las
muestras se mantienen en hielo o a 4°C en todo momento y se agregan inhibidores adecuados
frescos a la solucion de lisis. Ademads, controlar la temperatura de aislamiento ayuda a evitar la
activacion no deseada de estas células y, por lo tanto, garantiza la integridad de las muestras y
resultados. Al trabajar con el método en frio (4°C) se tuvo en cuenta en el procedimiento
experimental adicionar una tableta cOmplete Mini® a la solucion de lavado PBS con el objetivo
de minimizar el efecto de las proteasas al minimo posible.

Nuestros datos apuntan a la importancia en optimizar la técnica de extraccion proteica en PMNs
humanos, comenzando por evitar la degradacion de las proteinas manteniendo los neutrofilos a
4°C durante su aislamiento y utilizar una concentracion adecuada de solucidén de lisis con
inhibidores de proteasas suficientes para neutralizar la actividad enzimatica del neutrofilo, es decir
una adecuada proporcion de células /pul de solucion. En el caso concreto de los PMNS, la relacion
numero de células/volumen de buffer de lisis es un factor importante para una lisis celular efectiva
y precisa. Los PMNs son células relativamente pequefias y, a menudo, estan presentes en
cantidades limitadas en sangre periférica por lo que, una lisis ineficiente podria dar lugar a una
pérdida significativa de extracto proteico, lo que podria afectar la representatividad de los
resultados del analisis. Ademas, una buena relaciéon nimero de PMNs/volumen de buffer de lisis
ayuda a diluir las enzimas proteoliticas y otros factores inhibidores que podrian degradar estas
proteinas criticas de interés. Por ultimo, los PMNs pueden activarse facilmente en respuesta a
ciertos estimulos, lo que puede llevar a cambios en su comportamiento y liberacion de contenido
celular, incluyendo enzimas y radicales libres (ROS) antes de la lisis por lo que la optimizacion
de esta condicion permitiria una lisis controlada de las células.

Los analisis de proteomas de los neutrofilos son desafiantes debido a la presencia de una gran
cantidad de proteasas endogenas como parte de su arsenal microbicida (Muschter et al., 2015).
Esto sugiere el empleo de inhibidores de proteasa para obtener resultados precisos. El siguiente
parametro a ajustar es el tipo de solucion de lisis que tiene importancia porque determinaré la
localizacion subcelular de la proteina extraida y, ademas, esto influird en la deteccion de la
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proteina por el anticuerpo especifico. En cuanto a B1, segun se describe en la composicion del
reactivo PhosphoSafe™ Extraction Reagent, se preserva el estado nativo de fosforilacion a la vez
que extrae proteinas citosolicas de células de mamiferos e incluye inhibidores de 5 fosfatasas que,
ademas, se sumplementara con tableta cOmplete Mini® de forma que se pueda inhibir un gran
espectro de serina, cisteina y metaloproteasas, asi como calpainas. Por otro lado, B2 se trata de
una solucion de lisis que permite llevar a cabo una extraccion de la célula completa. En este caso,
al contener Tris-HCI, la proteina lisada provendria principalmente de la fraccion citosolica o
citoplasmatica de las células. Y, ademas, al adicionar Triton X-100 en el buffer de lisis permite la
ruptura de las membranas celulares y la liberacion de proteinas que se encuentran en el citoplasma
y en las organelas membranosas, como el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi. Esto es
especialmente til cuando se desean extraer proteinas de localizaciones subcelulares especificas
que estan asociadas a membranas. La solucion de lisis que ha demostrado proporcionar resultados
optimos es B1, especifica para la extraccion de células citosolicas. Este hallazgo es interesante
dado que, a pesar de la evidencia que sugiere la localizacidon del receptor en la membrana
plasmatica, el articulo de Gu ef a/l. (2000) menciona que el receptor también se encuentra en la
forma citosolica y que se transloca a la region transmembrana cuando se activa.

La eleccidn y optimizacion de los anticuerpos se bas6 en varias consideraciones. Dentro del grupo
de investigacion, el anticuerpo ab93354 (Abcam) demostr6 resultados prometedores en células
HUVEC al localizar especificamente el receptor P2X7 en su peso molecular correspondiente. Por
lo tanto, su uso garantizaba resultados reproducibles. Ademas, el anticuerpo P9122 (Sigma-
Aldrich) se seleccion6 debido a la escasez de articulos disponibles con resultados prometedores
en la deteccion del P2X7, en particular, los trabajos de Karmakar et al. (2016) y He et al. (2022).
Ambos estudios utilizaron el anticuerpo APR-008 (Alomone) (Anexo 1V), idéntico al ofrecido
por Sigma-Aldrich (P9122). Es relevante mencionar que el anticuerpo ab93354 (Abcam) se dirige
a laregion N-terminal del receptor, lo que corresponde a la zona citosélica, mientras que el P9122
(Sigma-Aldrich) es especifico de la porcion extracelular del receptor. Existen articulos que
evidencian la deteccion por citometria de flujo (Wong et al., 2022; Blanch-Ruiz et al., 2023)
donde no se necesitaria la lisis ni extraccion proteica del PMNs. Se elige un anticuerpo que va a
la zona extracelular por si no se detectaba por Western blot y se procedia a intentarlo por
citometria de flujo. Finalmente, se descart6 el uso del anticuerpo P9122 debido a sus resultados
inespecificos al visualizar las bandas. Esto sugiere que el anticuerpo no es confiable para la
deteccion del receptor. Ademas, los resultados obtenidos en otros articulos que mencionan este
anticuerpo fueron poco concluyentes, lo que cuestiona aun mas su utilidad en esta investigacion.
En el trabajo de He et al. (2022), se detectd una banda a 55 kDa que no coincidia con la
informacion proporcionada por la casa comercial. Este hallazgo plantea dudas sobre la
especificidad del anticuerpo utilizado y pone en entredicho la validez de sus resultados. Por otro
lado, el estudio de Karmakar et al. (2016) detecté6 una banda a 72 kDa que coincidia con la
informacion de la casa comercial. Sin embargo, se observa una banda difuminada que dificulta la
interpretacion precisa de los resultados y puede generar dudas sobre la fiabilidad del ensayo. Las
membranas completas se muestran en resultados complementarios con dudosa apariencia y
ademas, es importante resaltar que el trabajo que reporta solo dos donantes en sus experimentos
con PMNs humanos en condiciones basales por lo que no proporciona un tamafio de muestra
suficientemente representativo. Una muestra pequefia puede llevar a conclusiones prematuras o a
generalizaciones inadecuadas, lo que pone en duda la robustez de sus resultados. Con respecto al
articulo Wong et al. (2022) que analiza plaquetas humanas, no fue posible acceder al anticuerpo
utilizado debido a que estaba sintetizado por los investigadores y no estaba comercializado. Esto
representa una limitacion significativa, ya que la falta de acceso al anticuerpo restringe la
posibilidad de replicar los experimentos y validar los resultados.

Ahora bien, en nuestro estudio, presentamos uno de los primeros trabajos que localiza el receptor
mediante la técnica Western blot utilizando un anticuerpo validado por la casa comercial. La
utilizacion de un anticuerpo comercialmente validado aumenta la confianza en los resultados, ya
que se ha demostrado su especificidad y sensibilidad en investigaciones anteriores. Ademas, no
solo se ha investigado en PMNs y plaquetas humanas en condiciones basales, sino que también
se han realizado analisis en otros tejidos humanos, como HUVEC. Esto nos permite obtener una
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vision mas completa del receptor y su expresion en diferentes contextos celulares. A través de una
cuidadosa evaluacion de los estudios previos que intentaron detectar el receptor en PMNs y
plaquetas humanas, hemos destacado las limitaciones y debilidades de esos enfoques. Nuestro
trabajo representa un avance significativo al obtener resultados validados por la casa comercial y
al incluir un andlisis paralelo en diferentes tejidos humanos. Estas decisiones metodologicas nos
permitieron obtener resultados mas sélidos y confiables, lo que respalda nuestra conclusion de
que hemos localizado el receptor de manera efectiva mediante Western blot. En resumen, para la
deteccion del receptor P2X7 humanos es requisito indispensable evitar al méximo la accion de
las proteasas del neutréfilo y la seleccion de una anticuerpo selectivo y validado.

Un aspecto relevante durante el estudio fue el uso de células HUVEC como control positivo en
todos los resultados, ya que se ha corroborado ampliamente que expresan P2X7 a ~72 kDa de
manera sistematica. Este control positivo fue fundamental para tomar decisiones y discutir el
anticuerpo mas adecuado para la deteccidon y confirmacion del receptor bajo estas condiciones.

Una vez optimizado el protocolo de la técnica, se prosigue con el cumplimiento de los objetivos
propuestos. Se ha considerado que la deteccion del receptor P2X7 mediante la técnica Western
blot ha sido objeto de controversia y la literatura que reporta resultados positivos es escasa. Por
lo tanto, el objetivo principal de este estudio es detectar el receptor P2X7 utilizando dicha técnica
en tipos celulares especificos, como los neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) y las plaquetas,
debido a su relevancia en la inflamacion y las enfermedades cardiovasculares desde el punto de
vista fisiopatologico.

Los experimentos de Western blot para la deteccion del receptor se disefiaron para abordar dos
situaciones: extractos proteicos en condiciones basales y tratados con estimulos inflamatorios y
fibroticos. De esta manera, en el primer caso se pudo determinar si el P2X7 se encuentra presente
de manera nativa en los tipos celulares sin ningin estimulo externo, mientras que, al tratar las
células, se pudo cumplir un objetivo especifico como era analizar el efecto de dichos estimulos
en la expresion del receptor. En ambos casos, se confirmo6 la presencia del receptor P2X7 tanto
en PMNs como en plaquetas. Sin embargo, es importante destacar que, en condiciones basales,
se observd una variacion en el tamafio molecular de la banda detectada en cada tipo celular: 69
kDa en HUVEC, 72 kDa en PMNs y aproximadamente 75 kDa en plaquetas. Estos hallazgos
sugieren que el receptor P2X7 puede presentar diferentes isoformas o variantes de la proteina
puedan resultar de modificaciones post-traduccionales, como glicosilacion, fosforilacion, o de
procesamiento alternativo del ARNm. El ARN mensajero que codifica el receptor P2X7 puede
ser sometido a splicing alternativo lo que da lugar a distintas variantes que pueden diferir en su
secuencia de aminoacidos y, por lo tanto, en su tamafio molecular. En el caso concreto de la
glicosilacion, las proteinas pueden ser glicosiladas en diferentes sitios, dependiendo del tipo
celular y el estado fisioldgico, afiadiendo grupos carbohidratos que afectan al peso molecular
aparente. Sluyter (2017) expone que Tanto las subunidades P2X7 humanas como las de roedores
se glicosilan, lo que resulta en productos proteicos de un tamano tipico de 75 a 78 kDa en
comparacion con el tamafio no glicosilado previsto de 68 kDa. Todas estas estas modificaciones
pueden afectar la carga eléctrica y la conformacion de la proteina, lo que conduce a diferentes
movilidades en un gel de Western blot. En algunos casos, la proteina objetivo puede estar sometida
a protedlisis o degradacion proteolitica en ciertos tipos celulares, lo que resulta en fragmentos
mas pequefios que pueden ser detectados por el anticuerpo utilizado en el Western blot.

A la hora de analizar el efecto de estimulos, se debe aportar un contexto del uso de los distintos
estimulos. El TGF-B1 o factor de crecimiento transformador beta 1 es una citocina multifuncional
que pertenece a la familia del factor de crecimiento transformador beta (TGF-f). En el contexto
de la inflamacién y la respuesta inmunitaria, el TGF-Bl es conocido por tener efectos
antiinflamatorios y de regulacion inmunitaria (Xie et al., 2022) dependiendo del tipo celular, el
microambiente y la duracion de la exposicion. Ademas, el TGF-f esta ampliamente implicado en
la patogénesis de la fibrosis. En las lesiones fibrosas, la generacion espacialmente restringida de
TGF-p bioactivo a partir de reservas latentes requiere la cooperacion de proteasas, integrinas y
moléculas especializadas de la matriz extracelular (Frangogiannis, 2020).
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El trifosfato de adenosina (ATP) ha sido reconocido durante mucho tiempo como la molécula de
moneda de energia intracelular de la célula. A nivel extracelular, el ATP es una sefial paracrina de
dafio o inflamacion capaz de activar numerosos receptores P2X, incluido el P2X7, con diferente
selectividad y sensibilidad. En particular, el ATP es el agonista o ligando endogeno mas comin
del receptor P2X7. Tiene efectos distintos sobre su activacion dependiendo de su concentracién
en el sitio activo. Se ha observado que altas concentraciones de eATP (en el rango milimolar con
EC50> 100 uM) son necesarias para activar el receptor P2X7. (Savio et al., 2018; Chen et al.,
2018).

El lipopolisacarido (LPS), que es un componente principal de la membrana externa de bacterias
gramnegativas. El LPS es un potente estimulador del sistema inmunitario y desencadena una
fuerte respuesta inflamatoria en los mamiferos para la defensa del organismo contra infecciones
bacterianas. Sin embargo, una respuesta inflamatoria excesiva o desregulada al LPS puede estar
involucrada en la patogénesis de diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes.

Atendiendo a los resultados, se observa de forma significativa que una concentracion elevada de
ATP (4mM) necesaria para activar al receptor, provoca una disminucion de la expresion de este.
Se discute que, si el receptor esta activado de forma excesiva, se podria estar produdiendo una
downregulation o regulacion a la baja de este. Este proceso es un mecanismo celular de
autorregulacion en respuesta a una sobreestimulacion cronica del receptor por su ligando. Implica
una disminucion del numero de receptores en la superficie celular debido a su internalizacion y
degradacion en el interior celular. Este proceso previene la sobreexcitacion y protege la célula de
respuestas celulares descontroladas ante altas concentraciones del ligando. Ademas, reduce la
sensibilidad celular al ligando, permitiendo que la célula vuelva a ser mas sensible a estimulos
futuros. También, se podria razonar que una concentracion tan elevada puede estar induciendo a
apoptosis al receptor P2X7. Otra razén es que la expresion de genes, incluido el receptor P2X7,
puede estar regulada a nivel transcripcional mediante factores de transcripciéon y mecanismos
epigenéticos. Estos mecanismos de regulacion a nivel transcripcional pueden ser influenciados
por sefiales extracelulares, como la concentracion de ATP, y por factores internos de la célula que
responden a cambios en el entorno. Asi mismo, la estabilidad del ARNm del receptor P2X7 puede
ser influenciada por la concentracion de ATP y otras sefiales celulares.

Es comprensible que los resultados obtenidos en plaquetas y HUVEC no hayan sido significativos,
lo que dificulta la discusion y la interpretacion de los datos. Por una parte, el tiempo de
estimulacion de 4 horas puede no ser suficiente para regular la expresion del receptor en HUVEC
o en el resto de los tejidos. La regulacion de la expresion génica a menudo puede requerir un
periodo mas prolongado para observar cambios significativos en la proteina. Es posible que un
tiempo mas largo de estimulacion sea necesario para obtener resultados mas concluyentes, aunque
existe una limitacion en cuanto a viabilidad celular con lo que a PMNs y plaquetas respecta. En
aislamiento cambia la homeostais celular y las células pueden morir. Ademas, es importante
mencionar que las plaquetas carecen de nicleo y, por lo tanto, no tienen la misma capacidad que
los neutréfilos para modular la expresion del receptor. Esto puede influir en la forma en que
responden al estimulo y en la deteccion del receptor en Western blot. Otro de los factores
principales que podria haber contribuido a la falta de significancia es el tamafio de muestra
insuficiente (n<3). Ademas, existen varias razones adicionales como la variabilidad biologica
entre donantes, ya que las respuestas celulares pueden diferir entre individuos y los errores
experimentales. Junto a esto, es importante considerar cuidadosamente los procedimientos
experimentales para minimizar posibles sesgos. La heterogeneidad de la muestra también puede
ser un factor relevante. Cada tipo de célula y tejido puede tener diferentes propiedades y
regulacion del receptor, lo que puede afectar la respuesta a la estimulacion y, en Gltima instancia,
los resultados obtenidos.

Para alcanzar el objetivo de detectar el gen P2X7 en neutrofilos mediante RT-PCR, se
implementaron protocolos utilizando células de PMNs previamente estimuladas. Sin embargo, en
este tipo celular, la deteccion de la sefial de P2X7 mediante esta técnica ha sido poco documentada
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en la literatura cientifica. De hecho, Martel Gallegos ef al. (2010) afirma de manera concluyente
que los neutréfilos humanos no expresan receptores purinérgicos P2X7.

Ademés de analizar la expresion del gen P2X7, se realizé una evaluacién complementaria de la
expresion de genes relacionados con la inflamacion, tales como P2X4, IL-B1 y TFG-B1. Se
confirma la presencia del gen del P2X7 en neutrofilos y, ademas, se lleva a cabo la evaluacion de
otros genes relacionados: el P2X4, debido a su similitud estructural con el P2X7 y su papel en la
inflamacién, y también aquellos involucrados en procesos inflamatorios (ATP y LPS) y/o
fibroticos (TFG-P1). Esta estrategia permite investigar posibles funciones compartidas y analizar
la posible participacion de los neutréfilos en respuestas inflamatorias y fibréticas, lo que
proporciona una vision mas completa de su potencial papel en estos procesos biologicos.

Adicionalmente se utilizan condiciones estimuladas para estudiar la modulacién génica por TFG-
B1, ATP y LPS. En el analisis de la expresion del receptor P2X7, el estimulo con TGF-f1 a una
concentracion de 5 ng/ml disminuye la expresion del receptor P2X7. Esto se podria explicar
porque TGF-B1 podria regular negativamente la expresion de varios genes a través de mecanismos
de sefializacion especificos. Podria activar vias de sefializacion que conducen a la represion de la
transcripcion de P2X7 de forma que la cantidad de ARNm del receptor P2X7 disminuye, lo que
se traduce en una disminucion de su expresion en la superficie celular. Al interactuar con
receptores especificos en la membrana celular, TGF-B1 activa cascadas de sefializaciéon que
pueden afectar la union de ciertos factores de transcripcion a los promotores del gen P2X7 y
provocar una disminucion en su transcripcion. Ademas, también se podria argumentar que puede
promover la degradacion de la proteina P2X7 a través de mecanismos de ubiquitinacion y
proteasoma. Por ultimo, podria inducir la diferenciacion de células inmunitarias hacia un fenotipo
supresor o regulador que podria reducir la expresion del receptor P2X7 en neutroéfilos. El estimulo
LPS aumenta la expresion del gen tal y como se esperaba. Cuando las células del sistema
inmunologico como los neutrofilos detectan la presencia de LPS, activan una cascada de
sefializacion que lleva a la produccion de citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1 beta (IL-1p). Estas citocinas pueden actuar como sefiales
de retroalimentacion positiva para aumentar la expresion del receptor P2X7. Ademas, la
estimulacion con LPS puede aumentar la liberacion de ATP desde las células inmunitarias, que
actla como una sefal de peligro para el sistema inmunolédgico. El ATP liberado activa los
receptores P2X7, y esta activacion puede, a su vez, inducir una amplificacién positiva de la
expresion del gen P2X7.

Con respecto al gen P2X4, se obtienen unos resultados muy parecidos al P2X7. Ambos miembros
de la familia de receptores purinérgicos son muy similares estructuralmente y aun que no sale
significativo.

Los resultados mediante RT-PCR no corroboran que el ATP disminuya significativamente la
expresion del receptor P2X7 cono mediante Western blot. Aun asi, la cantidad de proteina y
ARNm de un gen especifico no siempre se correlaciona directamente. Los niveles de expresion
de una proteina pueden variar debido a la regulacion postranscripcional, la estabilidad de la
proteina y otros procesos que ocurren después de la transcripcion del ARNm.

El estimulo por LPS es el unico que ha aumentado significativamente la expresion de los genes
implicados en la inflamacion; no solo los dos receptores purinérgicos P2X7 y P2X4 sino también
y esperable la IL-1p al ser una citocina proinflamatoria clave. La falta de significatividad en el
incremento del gen P2x4 inducido por LPS podria estar relacionado con un niimero bajo de
muestras (n=3).

En este estudio se observo que el gen TFG-B1 no mostrd una regulacion significativa en respuesta
a ningun estimulo. Esta falta de regulacion podria estar relacionada con la limitada poblacion
muestral utilizada (n=3) y posibles errores experimentales. Es importante destacar que el gen
TFG-B1 esta estrechamente vinculado con procesos fibroticos, pero a pesar de ello, los estimulos
empleados en este estudio no lograron modular su expresion, ni siquiera la proteina TFG beta 1.
Para obtener una mayor comprension de la regulacion del gen TFG-B1 y su papel en procesos
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inflamatorios y fibréticos, se recomienda proponer experimentos adicionales con un nimero de
muestras mas amplio y cuidadosamente disefiados.

Por ultimo, se ha de mencionar que la prueba RT-PCR no fue testada en plaquetas debido a la
falta de nucleo y la escasez de material genético, no es la técnica mas adecuada para analizar
directamente el ADN en plaquetas.

A modo de conclusioén, se ha confirmado la expresion basal del receptor P2X7 en neutréfilos y
plaquetas humanas mediante técnicas de Western blot. La controversia previa sobre su existencia
puede atribuirse a posibles variables técnicas, como el aislamiento de los PMNS, la conservacion
del extracto proteico o la especificidad del anticuerpo empleado en estudios anteriores. Ademas,
los resultados sugieren que, en neutréfilos humanos, concentraciones elevadas de ATP estan
asociadas con una disminucién en la expresion proteica del receptor P2X7. Esto indica que la
sobre-estimulacion del receptor puede dar lugar a una downregulation como un mecanismo de
autorregulacion celular para evitar respuestas excesivas o descontroladas. Por otro lado, se
observd que el LPS induce un aumento en la expresion génica del receptor P2X7 en neutroéfilos.
Este hallazgo sugiere que el LPS, un componente bacteriano que desencadena respuestas
inflamatorias puede tener un efecto regulador en la expresion del receptor P2X7 en estas células.

En conjunto, estos resultados aportan informacion valiosa sobre la expresion y regulacion del
receptor P2X7 en neutrofilos y plaquetas humanas. Sin embargo, es importante reconocer que aun
existen interrogantes y desafios en la investigacion de este receptor, y futuros estudios con una
mayor variedad de enfoques experimentales podrian contribuir a una comprension mas completa
de su funcidn y relevancia en procesos inflamatorios y con ello, enfermedades cardiovasculares.

6. CONCLUSIONES

1. La metodologia utilizada en el aislamiento de los neutréfilos humanos y de la obtencion del
extracto proteico de los mismos es importante en las técnicas de Western blot para evitar la
degradacion de las proteinas; de forma que, tanto el aislamiento de neutréfilos en frio (4 °C),
como el uso de inhibidores de proteasas en la solucion de lisis que debe estar a una proporcion
adecuada respecto al numero de neutrofilos (<500000 cél/pul) optimiza la extraccion proteica
medida por la cuantificacion de la banda de GAPDH.

2. Aumentar la carga del extracto proteico de 25 pg a 85 pg no mejora la sensibilidad para
detectar el receptor P2X7 mediante Western blot en neutr6filos humanos.

3. El receptor P2X7 es detectado por Western blot en neutrofilos y plaquetas humanas en
condiciones basales.

4. Laeleccion del anticuerpo anti-P2X7 influye significativamente en los resultados del Western
blot en neutréfilos humanos. El anticuerpo de ab93354 (Abcam) demostro especificidad sobre
el receptor P2X7 en la deteccion de la banda correspondiente a aproximadamente 72 kDa.

5. Los neutrofilos muestran una banda adicional de aproximadamente 50 kDa para el receptor
P2X7 en comparacion con las plaquetas y las células del cordon umbilical humano (HUVEC)

6. Los estimulos proinflamatorios (ATP o LPS) y profibroticos (TFG-£1) a las 4 horas no alteran
la expresion del receptor P2X7en plaquetas ni en HUVEC. De estos estimulos, solo el ATP a
concentraciones muy altas (4mM) disminuy6 la expresion del receptor P2X7 en neutréfilos
humanos.

7. En neutrofilos humanos y en condiciones basales, se ha detectado ARNm de los receptores
P2X4, P2X7 y de moléculas como IL-1 y TGF-£1.

8. En condiciones estimuladas en neutr6filos humanos, el LPS aumenta la expresion génica del
receptor P2X7 e IL-B1, mientras que el TGF-£1 disminuye el ARNm de los receptores P2X4
y P2X7.
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8. ANEXOS

ANEXO I. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO
SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacion del trabajo
con losObjetivos de Desarrollo Sostenible de 1a agenda 2030

Grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto | Medio | Bajo No
Proce
de

ODS 1. Fin de la pobreza. X

ODS 2. Hambre cero. X

ODS 3. Salud y bienestar. X

ODS 4. Educacion de calidad.

ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.

X X R X

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico.

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X

ODS 10. Reduccion de las desigualdades.

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.

ODS 12. Produccion y consumo responsables.

ODS 13. Accién por el clima.X

ODS 14. Vida submarina.

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.

o] I B B B ] B

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas.

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Descripcion de la alineacion del TFG/TFM con los ODS con un grado de relacion maés alto.
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ANEXO II. ESPECIFICACIONES ANTICUERPO AB93354

abcam

Product datasheet

Anti-P2X7 antibody ab93354

2 Abreviews 7 References 1 Image

Overview

Product name
Description

Host species
Tested applications

Species reactivity

Immunogen

Positive control

General notes

Properties

Form
Storage instructions

Storage buffer

Purity

Purification notes

Clonality

Anti-P2X7 antibody

Goat polyclonal to P2X7

Goat

Suitable for: WB, IHC-P

Reacts with: Human

Predicted to work with: Mouse, Rat, Guinea pig, Dog i e

Synthetic peptide corresponding to Human P2X7 aa 13-26 (N terminal) (Cysteine residue).
Sequence:
YETNKVTRIGSMNY

Run BLAST with Run BLAST with

WB: Human brain frontal cortex lysate.
The Life Science industry has beenin the grips of a reproducibility crisis for a number of years.
Abcam is leading the way in addressing this with our range of recombinant monoclonal antibodies

and knockout edited cell lines for gold-standard validation. Please check that this product meets
your needs before purchasing.

If you have any questions, special requirements or concerns, please send us aninquiry and/or
contact our Support team ahead of purchase. Recommended alternatives for this product can be
found below, along with publications, customer reviews and Q&As

Liquid
Shipped at 4°C. Upon delivery aliquot and store at -20°C. Avoid freeze / thaw cycles.

pH:7.30
Preservative: 0.02% Sodium azide
Constituents: 0.5% BSA, Tris buffered saline

Immunogen affinity purified

Purified from goat serum by ammonium sulphate precipitation followed by antigen affirity
chromatography using the immunizing peptide.

Paolyclonal

42



Isotype gG

Applications

The Abpromise guarantee Our Abpromise guarantee covers the use of ab93354 in the following tested applications.

The application notes include recommended starting dilutions; optimal dilutions/concentrations should be determined by the end user.

Application Abreviews Notes
WB 2) Use a concentration of 1 -3 pg/ml. Detects a band of
approximately 37, 70 kDa (predicted molecular weight: 69 kDa).
1 hour primary incubation is recommended for this product.
IHC-P Use a concentration of 3 - 6 pg/ml. Perform heat mediated
antigen retrieval with citrate buffer pH 6 before commencing with
HC staining protocol.
Target
Function Receptor for ATP that acts as a ligand-gated ion chamel. Responsible for ATP-dependent lysis

of macrophages through the formation of membrane pores permeable to large molecules. Could
function in both fast synaptic transmission and the ATP-mediated lysis of antigen-presenting cells.

Tissue specificity Widely expressed with highest levels in brain and immune tissues.

Sequence similarities Belongs to the P2X receptor family.

Post-translational Phosphorylation results inits inactivation.

modifications ADP-ribosylation at Arg-125 is necessary and sufficient to activate P2RX7 and gate the channel.

Palmitoylation of several cysteines in the C-terminal cytoplasmic tailis required for efficient

localizationto cell surface.

Cellular localization Cellmembrare.
Images
e Alllanes : Anti-P2X7 antibody (ab93354) at 0.3 pg/ml
2
100kDa
75kDa
Lane 1 : Human brain frortal cortex lysate
S0kDa
arma. Lane 2 : Human brain frortal cortex lysate with Immunising peptide
25kDa
20kDa Lysates/proteins at 35 pg per lane.

15kDa

Developed using the ECL technique.

Western blot - Anti-P2X7 antibody (ab93354)

Predicted band size: 69 kDa
Observed band size: 37,70 kDa



Detected by chemiluminescence.

Please note: Al products are "FOR RESEARCH USE CNLY. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES"

Our Abpromise to you: Quality guaranteed and expert technical support

* Replacement or refund for products not performing as stated on the datasheet
* Valid for 12 months from date of delivery
* Response to your inquiry within 24 hours

* We provide support in Chinese, English, French, German, Japanese and Spanish
* Extensive multi-media technical resources to help you

* We investigate all quality concems to ensure our products perform to the highest standards

Ifthe product does not perform as described onthis datasheet, we will offer a refund or replacement. For full details of the Abpromise,
please visit https: /www.abcam.com/abpromise or contact our technical team.

Terms and conditions

e Guarantee only valid for products bought direct from Abcam or one of our authorized distributors
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ANEXO III. ESPECIFICACIONES ANTICUERPO P9122

16/7/23, 8:50 Anti-Purinergic Receptor P2X7 (extracellular) antibody produced in rabbit affinity isolated antibody, lyophilized powder
i P
= My Research Folder Q o =
; Q
£ Atras T

P9122 » Sigma-Aldrich
Anti-Purinergic Receptor P2X5 (extracellular)
antibody produced in rabbit

(0) Escribaunresefa

affinity isolated antibody, lyophilized powder

Todas las fotos (2)

Sinénimos:
Anti-P2Z

Numero MDL:
MFCD06798527

NACRES:
NA.41

Select an Option

Numero de referencia del producto (SKU)

P9122-200UL v

https://www.sigmaaldrich.com/ES/es/product/sigma/p9122
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Anti-Purinergic Receptor P2X7 (extracellular)
(P2Z)
Developed in Rabbit, Affinity Isolated Antibody

Product Number P 9122

Product Description

Anti-Purinergic Receptor P2X7 is developed in rabbit
using a synthetic peptide KKGWMDPQSKGIQTGRC
corresponding to residues 136-152 of mouse P2X7
receptor as the immunogen. The epitope is identical in
human and rat; in bovine, 14/17 residues are identical.
The antibody was affinity isolated on immobilized
immunogen.

Anti-Purinergic Receptor P2X7 specifically recognizes
purinergic receptor P2X7 protein in rat brain lysate and
human cell lines: K562 (Chronic myelogeneous
leukemia); WEHI-231 (Lymphoma, B lymphocyte) and
HL-60 (promyelocytic leukemia), by immunoblotting.

The P2X receptors belong to the ligand-gated ion
channel family and are activated by extracellular ATP.
The P2X receptors family consists of at least seven
isoforms: P2X1-P2X7."** All P2X subunits can
assemble to form homomeric or heteromeric functional
channels with the exception of P2X6, which only seems
to function as part of a heteromeric oomplex."'SJ The
P2X7 receptor is found in cells of the immune system,
particularly antigen presenting cells, and microglia. The
P2X7 receptor mediates the release of proinflamatory
cytokines, stimulation of transcription factors and may
also have an important role in apoptosis.”

In the CNS, P2X receptors are involved in sensory
transmission, sensory-motor integration, motor and
autonomic control and overall CNS homeostasis.™
Further, P2X receptors are implicated in modulating
cortical plasticity, such as hippocampal plasticity. "'
Recent evidence suggests that P2X receptors in the
spinal cord facilitate GABA release and may be
impaortant in processing nociceptive information.
Peripherally, P2X receptors modulate processes
involved in the physiological turnover of squamous
epithelial cells™ and also modulate osteoclasts to
stimulate bone resorption.™

12
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Productinformation

The P2X receptors in spinal cord may be implicated in
the induction or mediation of prolonged persistent
pain."® Further, there may be a fine balance between
function and disease with P2X modulation of cellular
proliferation and apoptosis.'®""

Recent advances have allowed researchers to begin to
learn about the structure and function of these
purinergic receptors. However, much remains to be
determined about their precise cellular localization, in
vivo physiological roles, roles in disease states and
possible routes to modulate their structure/function to
ameliorate effects of disease.

Reagents

The antibody is supplied lyophilized from phosphate
buffered saline, pH 7.4, with 1% bovine serum albumin,
and 0.05 % sodium azide as preservative.

Precautions and Disclaimer

Due to the sodium azide content, a material safety data
sheet (MSDS) for this product has been sent to the
attention of the safety officer of your institution. Consult
the MSDS for information regarding hazardous and
safe handling.

Preparation Instructions

Reconstitute the lyophilized vial with 0.05 ml or 0.2 ml
deionized water, depending on the package size
purchased. Antibody dilutions should be made in buffer
containing 1% bovine serum albumin.

Storage/Stability

Lyophilized powder can be stored intact at room
temperature for several weeks. For extended storage, it
should be stored at —20 °C or below. The reconstituted
solution can be stored at 2-8 °C for up to 2 weeks. For
longer storage, freeze in working aliquots. Repeated
freezing and thawing is not recommended. Storage in
“frost-free” freezers is not recommended.



If slight turbidity occurs upon prolonged storage, clarify
the solution by centrifugation before use. Centrifuge all
antibody preparations before use (10000 x g 5 min).
Working dilution samples should be discarded if not
used within 12 hours.

Product Profile
The recommended working dilution is (1:200) for
immunoblotting.

Note: In order to obtain best results in different
techniques and preparations we recommend
determining optimal working concentration by titration
test.
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Anti-P2X7 Receptor (extracellular) Antibody

Purinergic receptor P2X7, P2RX7, P2Z, ATP receptor

Applications Specifications Scientific Background
Vs
) ceta 25 pifree sample )

Overv

Cat #: APR-008 107 Citations O 25l €467

Host: Rabbit
Q sou €573

Type: Polyclonal

O o2ml €667
Form: Lyophilized

Anti-P2X7 Receptor (extracellular) Antibody (#APR-008) is a highly specific antibody directed

against an extracellular epitope of the mouse protein. The antibody can be used in western blot,

d order Gener

indirect flow cytometry, immunohistochemistry, live cell imaging, and immunocytochemistry

applications. It has been designed to recognize P2X7 purinergic receptor from mouse, rat, and human

samples.

[2) Certificate of Analysis  [2) SDS Specific Control Product
P2X7 Receptor (extracellular) Blocking

Applications: ICC, IF, IFC, IHC, LCI, WB Reactivity: H, M, R Pej (#BLP-PRO08)

May also work in: IP
Y ADD TO CART
IE- Indirect ELISA, IF- Immunofluorescence,

aging, N- Neutralization, WB- Western biot Re,lated Products

Application key: CBE- Cell-based ELISA, FC- Flow cylometry, ICC- Immunocylochen
Indirect flow cytometry, IHC- Immunohistochemistry, IP- Immuncprecipitation, LCI- Live
Species reactivity key: H- Human, M- Mouse, R- Rat

Products for control experiments

. Anti-P2X7 Recepior Antibody (#APR-004).
This antibody recognizes a different epitope
and thus can also be used as a control for
detecting P2X7.

P2XTR/CD11b

Antibodies for multiplex staining

% § experiments
3 2 1. Anti-P2X7 Receptor-ATTO Fluor-550
8 < Antibody (#APR-004-A0). A fluorescent
primary antibody. It can be used in multiplex
PTD 14 staining studies in conjunction with any of our
Sham Cancer antibodies raised in rabbit.
T e A: Te: T BN 2. Anti-P2X7 Receptor (extracellular)-ATTO
PR - - - Fluor-488 Anfibody (#APR-008-AG). A
GAPDH e s o . s fluorescent primary antibody. It can be used in
colocalization studies in conjunction with any
2.57 = Naive (n=8) S o
0| == Snam (n=8) . of our antibodies raised in rabbit.
== Cancer (n=8) o
1.5 3. Anti-P2X7 Receptor (extracellular)-ATTO

Fluor-633 Antibody (#APR-008-FR). A

P2XT7R levels
N

5 flucrescent primary antibody. It can be used in
0 Naive  7d 14d  21d multiplex stair!mg .stume_s in ?aniunc.!ion with
Expression and upregulation of microglial P2X7 receptor in cancer. any of our antibodies raised in rabbit.
A. Immunohistochemical staining of of rat spinal dorsal horn using Anti-P2X7 Antibody (#APR-004) or Anti
P2X7 (extracellular) Ar (#APR-008) shows that P2X7 co-localizes with CD11b, a microglia marker (two Antibodies for live cell flow cytometry
panels) and not with NeuN, a neuronal marker (lower right panel). Specificity of the antibody was tested on experiments
P2X7 knock-out mice (western blot, in upper panel). B. Western blot analysis of rat dorsal horn lysates shows 1. Anti-P2X7 Receptor (extracellular)-FITC
that P2X7 expression increases on post-tumor day 14 (PTD 14) Antibody, (#APR-008-F). This FITC-conjugated

hitps:/vww al planti-p2x7-receplor R-008 174
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My Research Folder Q " e
antibody can be used to detect P2X7 in live
Applications — cell flow cytometry.
Antibodies for live cell imaging
Western blot experiments
12 3 45 6718 1. Anti-P2X7 Receptor (extraceliular)-ATTO
Fluor-488 Anlibody (#APR-008-AG). This
e i antibody is the conjugated version of #APR-
—

008 and can be used to detect P2X7 in live
cells.

I

Anti-P2X7 Receptor (extraceliular)-ATTO
Fluor-633 Antibody (#APR-008-FR). This
antibody is the conjugated version of #APR-
008 and can be used to detect P2X7 in live
Western blot analysis of rat brain membranes (lanes 1 and 5) and human K562 chronic cells.

myelogenous leukemia cell line (lanes 2 and 6) and Mouse WEHI-231 B cell lymphoma
(lanes 3 and 7) and human HL-60 promyelocytic leukemia cell line (lanes 4 and 8):

1-4. Anti-P2X7 Receptor (extracellular) Antibody (#APR-008), (1:200)

5-8. Anti-P2X7 Receptor (extracellular) Antibody, preincubated with P2
ar) Blocking Peptide (#BLP-PR008).

General Protocols

Blocking Pepti - Controls for better results

Blocking_Peptide Protocol for Western Blot
Live cell imaging / Immunocytochemistry (WB)

Sample Preparation for Cell Lines

Immunocytochemistry (ICC) Proto

Fixed or Live Cells: Indirect and Dir
Methods

Immunohistochemistry (IHC) Protocols for

Frozen Seclions: Indirect Methods

Flo
Indirect and Direct Methods

Cytometry Protocols for Live Cel

Expression of PZRX7 in rat RBL cells

Cell surface detection of P2RX7 in intact living rat basophilic leukemia (RBL) cells. A.

Extracellular staining of cells using Anti-P2X7 Receptor (extracellular) Antibody (#APR-008), Sample Preparation Protocols for Tissues
(1:100) followed by goat anti-rabbit-AlexaFluor-594 secondary antibody (red). B. Live view of the

cells Western Blot (WB)_Protocol
Immunohistochemistry

Free International Shipping

Products are lyophilized and ship at room
temperature - FREE OF CHARGE

We ship worldwide within 24 hours of our next
business day.

For more country-specific shipping and
contact information see Orc

Free Sample Program

Not sure whether the product fits your
experimental setup?

Expression of P2ZRX7 in rat pancreas

Immunohistochemical staining of rat pancreas frozen section using Anti-P2X7 Receptor
(extracellular) Antibody (#APR-008), (1:100), followed by mouse anti-rabbit-AlexaFluor-594 Try it first!
secondary antibody (red). Staining is present in endocrine cells of the Isle of Langerhans.
Hoechst 33342 is used as the counterstain.
Alomone Guarantee

X We offer 100% guarantee on all our products.
Immunocytochemistry If our products do not perform as stated,

please contact our technical support staff.
Mouse P2X7 transfected in CHO cells (1:500). (Adriouch, S. et al. (2005) Cell.

immunol. 236, 72.). Alomone Guarantee information
hitps /wiw alomone com/planti-p2x7-receptor R-008 214
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Cell surface detection of P2X7 Receptor by indirect flow cytometry in live intact human
THP-1 monocytic leukemia cells:
— Cells.
— Cells + goat-anti-rabbit-FITC.

Cells + Anti-P2X7 Receptor (extracellular) Antibody (#APR-008), (2.5ug) + goat-anti-
rabbit-FITC.

The control antigen is not suitable for this application.

Citations (107) +
Specifications —
Immunogen Peptide KKGWMDPQSKGIQTGRC, corresponding to amino acid

residues 136-152 of mouse P2X7 receptor (Accession Q971M0).
Extracellular loop.

Cy595)
Homology Human, rat - identical; bovine - 14/17 amino acid residues identical
RRID AB_2040065.
Purity Affinity purified on immobilized antigen.
Form Lyophilized powder. Reconstituted antibody contains phosphate

buffered saline (PBS), pH 7.4, 1% BSA, 0.05% NaNs.

Isotype Rabbit IgG.

Standard quality Western blot analysis.
control of each lot

Peptide confirmation Confirmed by amino acid analysis and mass spectrometry.

Storage before The antibody ships as a lyophilized powder at room temperature
reconstitution Upon arrival, it should be stored at -20°C
Reconstitution 25 pl, 50 pl or 0.2 ml double distilled water (DDW), depending on the
sample size.
https:/www planti-p2x7-receplor- R-008 4
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reconstitution

Storage after

The reconstituted solution can be stored at 4°C for up to 1 week. For
reconstitution

longer periods, small aliquots should be stored at -20°C. Avoid

multiple freezing and thawing. Centrifuge all antibody preparations
before use (10000 x g 5 min).

Scientific Background

+
Resources
Regulatory Aspects of lonotrophic ATP (P2X
egulatory Aspects o onolrophicATF (2X) P2XT7 Receptors
mGIluRs Receptors

Need Help With This Product?

Our reagent specialists are here to help you find the best product for your

application. Please message us and we will be happy to help you find the
right product for the job.

Contact Us

A’
Contact Us

(IR

© 2023 Alomone Labs. All Rights Reserved. Terms of Service | Privacy Policy

planti-p2x7-receplor R-008

44

51



