UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

TESIS DOCTORAL

Papel de los canales TRPC6 y TRPAl en la
homeostasis del Ca** intracelular

Letizia Albarran Alonso
Departamento de Fisiologia

Conformidad de los Directores:

Fdo: Juan Antonio Rosado Dionisio Fdo: José Javier Lépez Barba






FACULTAD DE VETERINARIA

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA
Campus universitario

Avenida de la

Universidad s/n 10003

Céaceres
Telf.: 927 25 71 39

INIVERSINAN NF FYTRFMANIIRA

EX

D. Juan Antonio Rosado Dionisio, Doctor en Fisiologia y Profesor Titular de
Fisiologia en la Facultad de Veterinaria en la Facultad de Veterinaria de la Universidad
de Extremadura y D. José Javier Lépez Barba, Doctor en Fisiologia e Investigador
Contratado "Juan de la Cierva" del Departamento de Fisiologia en la Facultad de

Veterinaria de la Universidad de Extremadura,
INFORMAN

Que la presente memoria presentada por Diia. Letizia Albarran Alonso, con
el titulo “Papel de los canales TRPC6 y TRPA1l en la homeostasis del Ca*
intracelular”, ha sido realizada bajo nuestra direccién, en el Departamento de
Fisiologia de la Universidad de Extremadura. Durante el periodo de realizacidon de
la Tesis, la doctoranda realizé una estancia de tres meses en el Instituto Nacional
de Sanidad e Investigacién Médica "INSERM" de Paris (Francia). La Tesis ha sido
informada favorablemente por dos expertos Europeos en el drea de Fisiologia. Por
ello consideramos que la Tesis reune los requisitos de originalidad para ser juzgada y

optar a la mencién “Doctor | nternacional” y autorizamos su presentacion para que

pueda ser juzgada por el tribunal correspondiente.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firman el presente certificado

en Cdceres, a 7 de septiembre de 2015:

Fdo: D. Juan Antonio Rosado Dlonisio Fdo: D. José Javier Lopez Barba






Este trabajo de investigacidn ha sido realizado con cargo a los siguientes proyectos:

Proyecto de investigacion BFU2010-21043-C02-01 del

Ministerio de Economia y Competitividad.

Proyecto de investigacion BFU2013-45564-C2-1-P del

Ministerio de Economia y Competitividad.

Ayuda a grupos de investigacion Junta de Extremadura-FEDER GR10010

Letizia Albarran Alonso ha disfrutado de una beca-contrato BES-2011- 043356 para la

formacion predoctoral de personal investigador del Ministerio de Economia y

Competitividad.

| GOBERMO MINISTERID
w DEESPANA DE ECOMOMILA
T CORPETITIVIDAD

'.i

B JUNTA DE
g EXTREMADURA

Union Europea

Fondo Europeo
de Desarrollo Regional



















indice

ABREVIATURAS .......coveteteueneeertesesesssssssssesssesssssessssssssessssssssesesensssssssesesssesssessnssssesesenssssssesensssssssenans 15
INTRODUCCION......ccetereueneertsseuesetesesessssssesessssssssssessssssssesssssssssessnsnsssssssessssssessssnssssesenssssssssesensnes 17
ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS ......ccvevuereerrrreressestesessssestssessssesessesssssssssesessesessssessssessssesssssssssssessenes 23
1. PLAQUETAS .....coveveueneeeresesesetesssssesssssesesessssssssessssessssssessnsssesesessnsssesesessnsesssesenssesesesenssssesssenen 25
1.1.  DESARROLLO PLAQUETARIO........coetivieeiereseesessesassssesse s sesae s sas s sse s s ssssesesssssesessnans 26
1.2. ESTRUCTURA PLAQUETARIA .....coouieeeeeeeceeeeeseseess s sesssses s s sssasssasssesssssssssnsasnsssanasnans 27
1.3, FUNCION PLAQUETARIA ....oouvieieeecteeeeiesiesee s aesae s sesaesesaesassssesas s sesae s ssssesasssssssassansssansnans 35
1.4.  REGULACION DE LA FUNCION PLAQUETARIA ......eorvirerereeeeeeieseesesesaeses s sssas s s sssasassen s 37
2. CULTIVOS CELULARES........ceveueueeertrersesesssesssssesssssesesssssssssessnsssssssssnssssessssnsssssessssssssssssssnsssssens 39
p 35 0 /1L OO 39
2.2 DAMI .ottt s ettt n e et e eneesaneas 40
2.3 NGIL5-B0LL wooeveceeeesceeeee et e et s st s e st s et st esae s st s s st enaes st s s es st ensesansnan e 40
2.8, SH-SYSY ..ottt sttt ettt ettt s et e s s 41
3. HOMEOSTASIS DEL CA™ .......ceoveeereeetesssesssesessssesssssssesessssessssesssssssssessssesnssesnssssssssssnssesnsseses a1
3.1. MECANISMOS QUE INCREMENTAN LA [Ca%*]¢ .vvuvereierereeieseeeseeeeesseseesssssssesssssesssssssssssssessssessneens 42
3.2. MECANISMOS QUE DISMINUYEN LA [C8™Jc wvvurrvereeeveeeeeeeesesssesssessseessssssessssssssssssssssssssssssssesens 52
OBIJETIVOS ....veueerieiueetstssssesssssssesesssssssssessssssessssssssssssessssessssssssssesesssssssssesesssssesesssssssssssnsssssssenans 55
(Y123 0] o T T Ko T 1. NP 61
1. REACTIVOS ...ucueevereueeeeessseseetssssssessssssessssssnsssesessssssssssssensnsesssssensnsssesessssntesssesenssesesesenssnsessnsnes 63
2. OBTENCION DE PLAQUETAS HUMANAS.........cceeurrereresrsrsssenesssssssssssssssssesssssssssessnsssssssssnsnsssesens 64
3.  OBTENCION DE PLAQUETAS MURINAS ........ccceerurrrreesrssssseessssssssesssssssssssnsssssessssssssssssnssssesens 66
A, CULTIVO CELULAR ......ceveverereeesesesesessesesesesssessssssnssesesessssssssesessnssesessssnsssesessnsnsssssesenssessssnsnensns 70
5. DETERMINACION DE LA [CA%*]c . FLUORIMETRIA. c..oeovevreirireieressaeesssesesesessssseenssesssssesssssesens 72
6. DETERMINACION DE LA ENTRADA DE MANGANESO........cceceeururererersresseesssssssesessssssssnssssssesens 75

11



indice

7. TECNICAS PARA EL AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS ......ccceceuruerererurneennnssssenens 75
8. DETERMINACION DE LA AGREGACION PLAQUETARIA. .......cccoururrrmeeernsnsnenenssssesesesssssssessssssnens 84
9. MICROSCOPIA CONFOCAL (O TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA) ......ccovvrerurrererreresseessrennns 84
10. TRATAMIENTO ESTADISTICO .....cveueerueerreesseesseessssessssessssessesessssessesessssassssassssessssesssssssssasess 85
RESULTADOS.....cceitttiieiitttititiieitieiitetiteetttiieeettsesteeitsesssesssttsseessetssttesetsemesseessetsmeeseseesseesteeesesseesmssne. 87

1. TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL ANKYRIN-1 (TRPA1) MODULATES STORE-OPERATED Ca”*
ENTRY BY REGULATION OF STIM1-ORAIL ASSOCIATION. ....coiviiiiiiiiiiiiiiiic e 91
2. TRPC6 PARTICIPATES IN THE REGULATION OF CYTOSOLIC BASAL CALCIUM CONCENTRATION IN
MURINE RESTING PLATELETS. ..ottt ettt 101

3. THE CANONICAL TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL 6 (TRPC6) CHANNEL IS SENSITIVE TO

EXTRACELLULAR PH IN MOUSE PLATELETS. ....o.vucveeieceseesseeseesssesaesssessesesasssssesssssssassesassasssssesassesesses 109

4.  STIM1 REGULATES TRPC6 HETEROMULTIMERIZATION AND SUBCELLULAR LOCATION............. 117
DISCUSION ......uctiuetruetsuetssestssetssesssssssssesasse et sssssssantesesessessssestasestssensssenssesssesesessssssensesessesessenens 127
CONCLUSIONES ....c.veveueeetsreuesesstssssesssssssesesssssssssssssssssessssssssssessssnsssssssessnsssessssssssssesessssssssssssnssns 147
BIBLIOGRAFIA .....ucueeveteteueestsseseetessssasssesesesssssssssesensssssssssessnsssssssnsnsssesesensnsstesesensnsssssssenesesssenen 153

12









Abreviaturas

ABREVIATURAS

e [Ca®™].: concentracién de Ca* citosdlica

e 5-HT: 5-hidroxitriptamina

e AA: Acido araquidénico

e ACD: Acido citrico dextrosa

e ADP: Adenin dinucledtido fosfato

e ADPR.: ADP ribosa ciclica

e AM: grupo acetoximetiléster

e AMP. Adenosin monofosfato ciclico

e ATP: Adenosin trinucleétido fosfato

e BSA: Albumina de suero bovino

e CAD: CRAC-activating domain, dominio
activador de CRAC

e CICR: Liberacién de Ca®* inducida por
Ca2+

e CMD: CRAC-modulatory domain,
dominio modulador de CRAC

e CTID: C-terminal inhibitory domain,
dominio C-terminal inhibidor

e DAG: Diacilglicerol

e DMEM: Medio Eagle modificado por
Dulbecco

e DTT: Ditiotreitol

e ECC: Entrada capacitativa de Ca**

e ENCC: Entrada no capacitativa de Ca**

e ETON: Extended transmembrane Orail
N-terminal, prolongacién del ultimo
segmento transmembrana de Orai

e Fc: Fragmento cristalizable de
inmunoglobulina

e Fura-2/AM: fura-2 acetoximetiléster

e GMP.: Guanosin monofosfato ciclico

e GFP: Green fluorescent protein, proteina
verde fluorescente

e HBS: Tampdn hepes salino

e HRP: Peroxidasa de rdbano picante

e ICAM-2: Molécula de adhesidn
intercelular

e 1gG; Inmunoglobulina G

e IL: Interleucina

e |P;: inositol-1-4-5-trifosfato

e |P3R: Receptor de IP;

e IRES: Sitio Interno de Entrada al
Ribosoma

e Kjy: Constante de disociacion

e KO: Ratdon mutante (Knock out)

e LAMP: Proteina lisosomal asociada a la
membrana
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LB: Buffer de Laemmli

LRG: Glicoproteinas ricas en leucina
MAP: Proteinas asociadas a
microtubulos

NAADP: Nicotinado de adenina
dinucledtido fosfato

NADP: Nicotinadenin  dinucleétido
fosfato

NCX: Intercambiador Na*/Ca**

NO: éxido nitrico

OASF: Orail-activating small fragment,
fragmento pequefio activador de Orail
PAF: Factor activador de plaquetas
PAI-1: Inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo 1

PAR: Receptores  activados  por
proteasas

PBS: Tampodn fosfato salino

PCR: Reaccién en cadena de Ia
polimerasa

PDGF: Factor de crecimiento derivado
de la plaqueta

PIP,: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
PKA: Proteina cinasa A

PKC: Proteina cinasa C

PLA,: Fosfolipasa A,

PLC: Fosfolipasa C

PMA: forbo 12-miristato 13-acetato
PMCA: ATPasa de Ca®* de la membrana
plasmatica

PPP: Plasma pobre en plaquetas

PRP: Plasma rico en plaquetas

RE: Reticulo endoplasmatico

ROC: Canal operado por receptor

ROS: Especies reactivas de oxigeno
RPMI 1640: Medio Roswell Park
Memorial Institute

RyR: Receptor de rianodina

SAM: Dominio alfa estéril

SB: Sorensen buffer

SCA: Sistema canalicular abierto
SCaMPER: Canal liberador de Ca*
sensible a esfingolipidos

SERCA: ATPasa de Ca*" del reticulo
endoplasmico

SMOC: Canal operado por segundos
mensajeros



Abreviaturas

SOAR: STIM1-Orail activating region,
region de STIM1 activadora de Orail
SOC: Canal operado por el vaciamiento
de los depdsitos

STD: Sistema tubular denso

STIM1: Stromal interaction molecule 1
STIM2: Stromal interaction molecule 2
TAE: Tampon Tris-Acetato-EDTA

TBST: Soluciéon salina de trizma con
detergente Tween-20

TG: Tapsigargina

TM: dominio transmembrana

TP: Receptor de tromboxano
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TPC: Canal de doble poro (sensible a
NAADP)

TPO: trombopoyetina

TRP: Transient Receptor Potential
channel, canal de potencial receptor
transitorio

TRPC: TRP candnico

TXA2: Tromboxano A2

UV: Radiacién ultravioleta

VOC: Canal operado por voltaje

VWEF: Factor de Von Willebrand

WT: Ratdn salvaje (Wild Type)
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Introduccion

INTRODUCCION

El i6n calcio (Ca®*) es uno de los mensajeros intracelulares mas universales y
ampliamente distribuidos en el reino animal. Algunos agonistas celulares modulan la
concentracion de Ca** libre citosdlico ([Ca®'].) para controlar diversas funciones celulares,
entre las que se incluyen respuestas rapidas como la contraccién muscular, secrecion y

agregacion plaquetaria, y otras mas lentas como la expresion de genes y el crecimiento celular.

En una célula en reposo la [Ca®*]. es mantenida a concentraciones bajas, del orden
nanomolar, mientras que cuando las células son estimuladas con determinados agonistas, se
incrementa de forma rapida hasta alcanzar concentraciones del rango micromolar. Las células
tienen dos fuentes principales de Ca**, los depdsitos intracelulares, principalmente el reticulo
endoplasmatico (RE), que constituyen una fuente finita de Ca®*, y el medio extracelular, que
supone una fuente inagotable de Ca** para la célula. En ocasiones, la liberacién de Ca** desde
los reservorios intracelulares resulta insuficiente para la completa activacién de determinadas
funciones celulares que necesitan incrementos mas sostenidos en la [Ca®].. En estas

condiciones, la entrada de Ca®* desde el medio extracelular desempefia un importante papel.

La salida de Ca** desde el RE, puede activar per se la entrada de Ca®* desde el medio
extracelular a través de la activacidon de canales idnicos operados por los almacenes (SOCs).

Esta corriente idnica se denomina corriente de Ca®" activada por liberacién de Ca%, lcrac.

El principal mecanismo de entrada de Ca®* extracelular en células no excitables es la
entrada capacitativa de Ca** (ECC). Aunque este mecanismo no se conoce con exactitud en la
actualidad, se ha identificado la proteina STIM1 como el sensor de Ca** del RE, la proteina
Orail como parte del poro del canal que media Icrac, la primera corriente capacitativa descrita,
y los homoélogos en mamiferos de los canales TRP de Drosophila como canales permeables a
cationes que generan otro tipo de corriente capacitativa no selectiva para Ca’* denominada
Isoc. Actualmente, el modelo de ECC propuesto defiende la formacidon de un complejo ternario
formado por las proteinas STIM, Orai y TRPC que produce la activacién del mecanismo tras el
vaciamiento de los depésitos intracelulares de Ca®*. Seguin este modelo, STIM1 es capaz de
regular directa o indirectamente todas las proteinas TRPC tras el vaciamiento de los depdsitos,
con excepcién de TRPC7. La primera evidencia de ello se demostrd inicialmente en células
HEK293, en las que se observé una interaccion funcional entre STIM1 y TRPC1 tras el
vaciamiento de los depdsitos. Asimismo, STIM1 se asocia directamente con subunidades de los
canales TRPC2, TRPC4 y TRPC5 vy regula directamente los canales TRPC3 y TRPC6 (Yuan et al.

2007). Esto ultimo parece que ocurre a través de la heteromultimerizacion de diferentes
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proteinas TRPC aunque en el caso de TRPC6 se han descrito interacciones directas con STIM1

en plaquetas humanas (Jardin et al. 2009a).

Teniendo en cuenta éstas y otras consideraciones, que ampliaremos a continuacion en
el capitulo de antecedentes bibliograficos, hemos llevado a cabo en los laboratorios del
Departamento de Fisiologia en la Facultad de Veterinaria, durante el periodo 2011-2015, y
bajo la direccion de los doctores J.A. Rosado y J. J. Lopez, experimentos para determinar con
mayor precision cientifica algunos mecanismos que permitan ampliar nuestro conocimiento de
la ECC. Particularmente, hemos centrado nuestra atencién en las proteinas de la superfamilia
TRP y mas concretamente en las subfamilias TRPC y TRPA. De ahi que hayamos titulado esta
Tesis “Papel de los canales TRPC6 y TRPA1 en la homeostasis del Ca®* intracelular”, que
sometemos a la consideracidon del Tribunal Evaluador y con la que aspiramos a la obtencién del

grado de Doctora Internacional por la Universidad de Extremadura.
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INTRODUCTION

The ion calcium (Ca®*) is almost an universal intracellullar messenger involved in the
regulation of cellular physiology. The cytosolic free Ca®* concentration ([Ca**].) is modulated by
agonists to control different functions including fast responses such as muscle contraction or

platelet aggregation and other slower responses like gene expression and cell growth.

The resting [Ca2+]c is normally maintained low, in the range nanomolar, but when cells
are stimulated it increases reaching micromolar concentrations. Cells have mainly two sources
of Ca®, the intracellular stores, which are finite compartments, and extracellular medium,
which imply an endless source of Ca®*. Agonists cause Ca”* release from finite intracellular Ca**

. . . . . 2+
compartments which usually results in a transient increase in [Ca®"];; however, a number of
cellular processes, as well as the refilling of the intracellular Ca®* pools, require a sustained and

more extensive rise in [Ca**]. and thus, Ca’* entry mechanisms play a relevant role.

Ca’* release from the ER activates Ca®* entry from outside the cell by activation of the
store operated channels (SOCs, from Store-Operated Channels). This incoming stream of Ca** is

known as Ca**-induced Ca**-release (ICRAC, from Ca**-release- activated Ca** current).

Store-operated Ca”* entry (SOCE), also termed store-mediated or capacitative Ca®" entry,
is a major mechanism for Ca** influx in electrically non-excitable cells. Although SOCE
mechanism is not completely understood, STIM1 has been identified as the Ca** sensor located
in the ER; Orail, as the pore-forming subunit of the channels mediating Icrac; and the members
of the TRPC subfamily as the channels mediating another capacitative Ca** current called lsoc.
At the moment, there is a body of evidence supporting the formation of ternary complexes
between STIM, Orai and TRPC in SOCE activation. According to this model, the participation of
TRPC proteins as SOC subunits received support from studies reporting that, upon Ca* store
depletion, STIM1 is able to regulate directly or indirectly all TRPC proteins, with the exception
of TRPC7. Functional and direct association between STIM and TRPC proteins was evidenced
for the first time in HEK293 upon Ca®* store depletion. Furthermore, STIM1 has also been
reported to associate directly to TRPC2, TRPC and TRPC5 channel subunits and to regulate
indirectly TRPC3 and TRPC6 channels (Yuan et al. 2007). The latter has been reported to occur
through the heteromultimerization of TRPC proteins, although a direct interaction between

endogenous TRPC6 and STIM1 has been reported in human platelets (Jardin et al. 2009a).

Given these and other considerations, which will be explained below, we have

conducted experiments to determine with more scientific accuracy some mechanisms that will
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expand our understanding of SOCE, at the laboratories of the Department of Physiology in the
Faculty of Veterinary Medicine, during the period 2011-2015, and under the supervision of the
doctors J.A. Rosado and J.J. Ldpez, In particular, we focused our attention on the TRP
superfamily and, more specifically, on TRPC and TRPA subfamilies. We have therefore entitled

2+

this Thesis “Role of TRPC6 and TRPA1 channels in homeostasis of intracellular Ca“™”, which we
submit for consideration by the Evaluation Tribunal and with which we aim to obtain the

degree of International Doctor of the University of Extremadura.
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Antecedentes bibliogrdficos

1. Plaquetas

Las plaquetas o trombocitos son componentes celulares de la sangre cuya funcién
principal es detener el sangrado mediante la agregacién y el taponamiento de la lesion del
vaso sanguineo. Inicialmente fueron descritas en 1865 por Max Schultze como "esférulas" de
menor tamafio que los gldbulos rojos que ocasionalmente se aglutinaban y podian participar
en acumulaciones de material fibroso, pero fue el patélogo italiano Giulio Bizzozero quien en
1882 demostrd que eran el primer componente de la sangre en adherirse in vivo a las paredes
de un vaso sanguineo lesionado y que, in vitro, eran los primeros componentes de la sangre en
adherirse a filamentos que subsecuentemente se cubrian de fibrina. Estos hallazgos junto con
los estudios llevados a cabo afios después por Eberth y Schimmelbusch constituyen el

fundamento de la actual comprensién de la hemostasia.

Las plaquetas se originan a partir de la fragmentacidon citoplasmatica de los
megacariocitos de la médula ésea. Son células anucleadas, por lo que no tienen ADN
gendémico, pero contienen ARN mensajero derivado de los megacariocitos y la maquinaria
traslacional necesaria para la sintesis de proteinas. Del volumen plaquetario total, 1/3 se
encuentran retenidas en el bazo mientras que los 2/3 restantes circulan en la sangre. Aunque
inicialmente fueron descritas como pequefias particulas inertes, en la actualidad se conoce
gue son células con una gran complejidad estructural y bioquimica, lo cual permite que en
condiciones normales las plaguetas circulantes no se adhieran a la superficie endotelial ni
entre ellas, pero cuando hay una lesién se unan a estructuras subendoteliales expuestas, se

activen y se agreguen unas a otras, iniciando asi la formacién del tapédn hemostatico primario.

En condiciones fisiolégicas normales tienen forma de disco biconvexo con un didmetro
variable en funcién de la especie, oscilando desde los 0,5 um en plaquetas murinas a los 3 um
en las humanas. Su forma y reducido tamafio permiten que sean empujadas hacia regiones
periféricas del vaso sanguineo, desde donde realizan una funcién de vigilancia de la integridad
del endotelio vascular. Las plaquetas circulan en concentraciones de 1,5-3,5 x 10®
plaguetas/mL en humanos, mientras que en ratones sanos estos recuentos son bastante mas
elevados alcanzando los 10-15 x 10® plaquetas/mL (Levin et al. 1994). Permanecen en la
circulacion durante un promedio de 10 dias en humanos y 4 dias en ratones, tras lo cual entran
en un proceso de senescencia y son eliminadas por macréfagos del sistema reticulo-
histiocitario del bazo, higado y médula dsea (Frojmovic et al. 1982; Baker et al. 1997).

Observando al microscopio éptico frotis de sangre periférica coloreados con la tincidon de
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Giemsa, se presentan como pequefas células granulares de aspecto rojizo; mientras que al
microscopio electrénico aparecen como elementos discoidales biconvexos de superficie lisa
salvo por pequefias invaginaciones. Tras la activacion plaquetaria, su morfologia se transforma

en irregular y esférica con multitud de pseuddpodos (White 1987).

1.1. DESARROLLO PLAQUETARIO

El desarrollo megacarioblastico y la formacién de plaquetas estdn regulados a multiples
niveles por diferentes citocinas, entre las que se encuentran las interleucinas (IL) IL-3, IL-6 y IL-
1 (Kaushansky 2003), asi como por trombopoyetina (TPO), que promueven la proliferacion de
los megacarioblastos (Yang et al. 1986; Segal et al. 1988). La TPO es una citocina purificada que
se define por ser el principal elemento regulador de la trombopoyesis (Kaushansky 2006),
puesto que regula todas las fases del desarrollo megacariobldstico, desde el estadio de célula
hematopoyética puripotencial hasta la maduracién citoplasmatica. Sin embargo, se ha descrito
que ninguna citocina es esencial en las fases finales de la trombopoyesis (produccion de
proplaquetas y plaquetas) en estudios realizados in vitro, pudiendo incluso la TPO inhibir

alguna de estas fases (Ito et al. 1996).

Célufa madre pluripotencici

Meguacarioblosto

z T Plaquetas
Megacariocito Formacion de proplagquetas q
por escision citoplasmatico

Fig 1. Desarrollo plaquetario.

La proliferacion y diferenciacion de los megacarioblastos tras un proceso de
poliploidizacién produce megacariocitos, células altamente especializadas que produciran
plaguetas a través de un proceso que presenta algunas caracteristicas relacionadas con la

apoptosis, como la reorganizacidon del citoesqueleto, la condensacion de la membrana y
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fragmentacién de su citoplasma (Kaushansky 2008). Estas similitudes hacen que el mecanismo
de produccidn de plaquetas haya sido propuesto como un proceso de apoptosis especializado
o muerte celular programada de los mecacariocitos en los que se destruye el nucleo
senescente (Ito et al. 1996). De hecho, se ha descrito que la activacién de caspasas es
necesaria para la produccion de proplaquetas (De Botton et al. 2002) y algunos agentes
proapoptdticos como el dxido nitrico (NO) participan en la liberacién de proplaguetas en lineas
celulares megacariobldsticas, como la MEG-01, funcionando conjuntamente con la TPO para
aumentar la liberacién de plaquetas al medio (Battinelli et al. 2000; Battinelli et al. 2001). El
proceso de la producciéon de plaquetas a partir de los megacariocitos se produce tras
numerosas replicaciones del ADN pero sin division celular, un proceso denominado endocitosis

(Nagata et al. 1997b; Vitrat et al. 1998).

1.2. ESTRUCTURA PLAQUETARIA

La principal caracteristica de la plaqueta es la anteriormente mencionada ausencia de

nucleo. Sin embargo, la plaqueta se caracteriza ademds por presentar la siguiente estructura:

1.2.1. Membrana plasmadtica

Como en todos los tipos celulares, en plaquetas la membrana plasmatica es el principal
elemento que permite la comunicacion de la célula con el medio externo y, en consecuencia es

una de las principales estructuras que participan en su fisiologia.

Presenta una estructura trilaminar que contiene fosfolipidos, glicolipidos y
glicoproteinas. Los fosfolipidos estan distribuidos de forma asimétrica en la bicapa de la
membrana, localizdndose los que tienen carga negativa, como el fosfatidilinositol, la
fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina, en la capa interna. Los fosfolipidos actian como
sustratos para las enzimas fosfolipasas durante la activacién plaquetaria. Algunos de ellos
tienen ademas propiedades agregantes o procoagulantes de forma que cuando la plaqueta es
activada se produce una reorganizacion de los componentes de la membrana haciéndolos mas

accesibles.

Las glicoproteinas se caracterizan por presentar cadenas ramificadas de polisacaridos
que forman una cubierta exterior, denominada glicocalix, y le confieren una carga negativa a la
superficie de la plaqueta (Handagama et al. 1993). Actldan como receptores de los agonistas
fisiolégicos de las plaguetas (adenin dinucleétido fosfato (ADP), tromboxano A,(TXA,),

trombina), proteinas adhesivas (fibrindgeno, fibronectina, etc) y para ligandos como el
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colageno (Lowenberg et al. 2010) mediando en las tres funciones principales de éstas:

adhesidn a la pared vascular, agregacion e interaccion con otras células.

Del mismo modo que en el caso de los fosfolipidos, la composicidn en glicoproteinas de
la membrana plasmatica depende en gran medida del estado de activacidn celular. Durante el
proceso de secrecidn, se produce la fusion de membranas internas con la membrana
plasmatica haciendo que determinadas glicoproteinas expresadas exclusivamente en
estructuras intracelulares pasen a expresarse en la membrana plasmatica después de la

activacion y secrecién plaquetaria.

Las glicoproteinas se clasifican en distintas subfamilias que engloban las integrinas,

glicoproteinas ricas en leucina y selectinas.

Entre los receptores de la familia de las integrinas el mas abundante es el GPIlb/llla, el
cual se encuentra en forma de heterodimeros o,,3; dependientes de Ca*. Su principal funcion
es la de unir fibrinégeno y, en determinadas circunstancias, el Factor de Von Willebrand
(VWEF). Este complejo es muy abundante y se encuentra homogéneamente distribuido en la
superficie de plaquetas activadas. No obstante, estudios de inmunomarcaje han demostrado
que el 30% del total de esta integrina se localiza en la membrana externa de los granulos a
(D'Souza et al. 1990). La principal funcién de esta fraccidn intracelular es la incorporacién y
almacenamiento de fibrindgeno en dichos granulos (Handagama et al. 1993; Cramer et al.
1994; Ma et al. 2006). Esta integrina desempefia un papel importante en la activacién de la
plagueta, momento en el cual establece una interaccién estable entre el VWF y la matriz
extracelular usando el fibrinbgeno como molécula puente para la formacion del trombo

plaquetario (Savage et al. 1998).

El resto de receptores de la familia de las integrinas aparecen en menor proporcién pero
también intervienen en la funcionalidad plaquetaria. Entre ellos encontramos el GPla/lla
(heterodimeros a,B1), que actla como receptor de coldgeno y participa también en el proceso
de adhesion a la matriz extracelular, asi como en la agregacion inducida por colageno; y los
receptores GPIc/lla (asB1), GP Ic'/lla (agB) y el receptor de la vitronectina (ayB), que son
glicoproteinas minoritarias de la membrana que actlian como receptores de fibronectina,

laminina y vitronectina respectivamente.

La subfamilia de glicoproteinas ricas en leucina (LRG) esta formada por proteinas con
funciones diversas que comparten una secuencia comun de 24 aminodcidos rica en residuos

de leucina. En este grupo se incluye el complejo GP Ib/IX/V, un receptor especifico implicado
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en la adhesion de las plaquetas al subendotelio vascular. Se trata de la segunda glicoproteina
mas abundante de la membrana. Estructuralmente estd formada por 4 subunidades que
mantienen la secuencia LRR (leucinas altamente conservadas), esencial para el correcto
funcionamiento del complejo (Hocking et al. 1998). Dicho complejo interactua con estructuras
subendoteliales, principalmente con el coldgeno a través del VWF que actia como ligando
adhesivo en el sitio donde se ha producido la lesidn tisular, permitiendo la adhesion firme de
las plaquetas al colageno. Ademas, este receptor también funciona como sitio de unién de alta
afinidad para la trombina participando en la propagacion de la respuesta a dicho agonista y
regulando la coagulacién sanguinea, la interaccidn entre el factor Xl y la trombina y la
activacion plaquetaria (Celikel et al. 2003). Para permitir la correcta unién de la trombina, este
receptor debe estar constituido por las tres glicoproteinas, ya que la ausencia de una de ellas
en ratones deficientes en GPV, provoca un aumento de la sensibilididad a la trombina, dando
lugar a un incremento de la trombogénesis y de la formacién de émbolos in vivo (Ni et al.

2001).

La GPIV también denominada CD36 es una glicoproteina mayoritaria de la membrana
plaguetaria en reposo que funciona como receptor de trombospondina y de fibras de colageno
de tipo I. No obstante, también se ha demostrado su presencia en la membrana de los
granulos a, y el aumento de su expresion en superficie tras la estimulacidon de las plaquetas

con trombina.

Otra glicoproteina relevante es la GP VI, localizada exclusivamente en plaquetas vy
megacariocitos maduros. Funcionalmente se asocia con el receptor Fc-y (FcRy), que
proporciona actividad tirosina cinasa al complejo (Nieswandt et al. 2000). Desempefia un papel
fundamental en la activacién y agregacion plaquetaria inducida por coldageno, constituyendo
junto a la GPIV y GPla/lla, el receptor mas importante de coldgeno en plaguetas. Esta unién del
GPVI al ligando se produce tras la unién de la plaqueta al mismo mediada por el receptor
GPla/lla (Verkleij et al. 1998). En el caso de plaquetas murinas se ha observado que la GPVI es
el principal receptor de coldgeno implicado en la sefializacion y activacidon plaquetaria

(Nieswandt et al. 2003).

Las selectinas son receptores de adhesidon que forman una familia de glicoproteias
integrales de la membrana, y pueden formar uniones hetero y homotipicas, transitorias y
especificas. Presentan una estructura conservad que incluye un dominio tipo lectina, un
dominio factor de crecimiento epidérmico, dos o mas dominios tipo proteina reguladora del

complemento, una regiéon transmembranal y una regién intracitoplasmatica en el extremo
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carboxilo terminal. Se han identificado a tres miembros de esta familia, los cuales
corresponden a los antigenos de diferenciacion leucocitaria CD62L (L-selectina), CD62P (P-
selectina) y CD62E (E-selectina); estas tres moléculas reconocen y se unen, a través de su
dominio tipo lectina, a diversos oligosacaridos, los cuales estan usualmente conjugados con
proteinas transmembranales.En plaquetas tiene gran importancia la selectina P (CD62P), que
se expresa constitutivamente pero es almacenada en granulos intracitoplasmicos; al activarse
las plaquetas la selectina P es translocada a la membrana plasmatica, permitiendo la

interaccion con sus ligandos.

Ademas de las glicoproteinas citadas anteriormente, la membrana plaquetaria posee
otros receptores especificos de diversos agonistas acoplados a proteinas G. En estos casos la
unién del ligando a su receptor desencadena la produccién de segundos mensajeros que
elevan las concentraciones de calcio citoplasmaticas y activan sistemas enzimaticos y vias de
sefializacién que intervienen en la activacion plaquetaria (Rink et al. 1990). Podemos destacar

entre ellos:

- Receptores de trombina: La trombina es el principal agonista fisiolégico de las
plaquetas, siendo capaz de inducir su activacién a pequefias concentraciones (0,01 U/mL)
provocando un aumento rapido de la concentracién de Ca** citosdlica [Ca®']. y
desencadenando con ello el inicio de procesos dependientes de Ca**, como la activacién de la
fosfolipasa A, (PLA;). Los receptores de trombina pertenecen a la familia de receptores
activados por proteasas (PAR, del inglés Protease-activated receptor), aunque también se ha
descrito que existen en la membrana plasmatica otras proteinas que pueden en menor medida
actuar también como receptores (O'Brien et al. 2001). De los cuatro miembros conocidos de la
familia PAR, solo PAR1 y PAR4 se expresan en plaguetas humanas, mientras que PAR3 y PAR4
lo hacen en plaguetas murinas. Su activacion se produce cuando la trombina se une al extremo
N terminal del receptor, liberdndolo y exponiendo un nuevo extremo amino del receptor. El
PAR3 por su parte actua promoviendo la escision de PAR4 en plaquetas de ratén. El receptor
PAR4 presenta una afinidad por la trombina sensiblemente menor a la de los otros receptores
debido en parte a la ausencia de la secuencia de reconocimiento de la hirudina que puede
interactuar con el sitio de unidn a la trombina (Vu et al. 1991; Blackhart et al. 1994; Kahn et al.

1998).

- Receptores de ADP: Se encuentran presentes en las plaquetas tanto humanas como
murinas, al igual en muchos otros tipos celulares. El ADP es un importante agonista fisiolégico

gue desempena un papel fundamental en la fisiologia hemostdtica y trombdtica que se
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encuentra almacenado en los granulos densos de las plaquetas y es liberado tras su activacion.
También es liberado por los eritrocitos cuando se produce un dafio vascular provocando a su
vez la activacion de las plaquetas. El ADP desencadena la formacién de TXA,, fosforilacién de
proteinas, incremento de la [Ca®*]., cambio de forma, agregacion y secrecién plaquetaria. Este
mecanismo se produce a través de dos receptores purinérgicos acoplados a proteinas G,
denominados P2Y1 y P2Y12, cuya activacidn conjunta es necesaria para que la respuesta al

agonista sea completa (Daniel et al. 1998; Jin et al. 1998; Murugappa et al. 2006).

Existe un tercer tipo de receptor purinérgico denominado P2X1 acoplado de forma
directa a un canal catidnico no selectivo que induce entrada de Ca®"y de Na* (Vial et al. 1997),
que fue inicialmente identificado como receptor de ADP pero posteriormente se describio
como receptor del ATP, que es liberado de los granulos densos junto con el ADP (Mahaut-

Smith et al. 2000).

- Receptores de tromboxano: El TXA, es un metabolito del acido araquidénico (AA)
generado por la accién de la tromboxano sintetasa en las plaquetas que induce un aumento de
la [Ca®']., contribuyendo asi a la agregacion plaquetaria por medio de su activacién. El TXA,
actua sobre el receptor TXA, (TP), del que se han descrito dos variantes generadas por splicing
alternativo, TPa y TPB, ambas expresadas tanto en plaquetas humanas como murinas (Hirata

et al. 1996; Thomas et al. 1998).

1.2.2. Sistema canalicular abierto (SCA)

Se trata de un sistema complejo de vesiculas y canales interconectados a la membrana,
gue se ramifican a través del citoplasma actuando como una ampliacidn de ella, y consta de
glicocalix, unidad de membrana y region submembranosa. Cuando la plaqueta es activada,
sufre un cambio morfoldgico por el cual se evagina aumentando la superficie secretora de la
célula y se transforma también en elemento secretor (Flaumenhaft 2003). Ademas, el SCA
sirve también como reservorio de proteinas y receptores de membrana. Por ejemplo, una gran
parte de los receptores de trombina se encuentran en el SCA en plaguetas en reposo,
esperando ser transportadas a la membrana celular cuando son activadas. Recientemente se
ha descrito que el SCA podria constituir un entorno adecuado para el reciclado de Ca*'
pericelular generado por el intercambiador Na*/Ca®* (Sage et al. 2013) (Sage SO, Pugh N,
Farndale RW, Harper AG. Physiol Rep. 2013 Oct;1(5):e00085. doi: 10.1002/phy2.85.).
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1.2.3. Sistema tubular denso (STD)

Es una estructura caracteristica de las plaguetas que debe su nombre a la opacidad que
presenta al ser observado al microscopio electrénico. Su funcién es similar a la del RE liso de
otros tipos celulares, sirviendo principalmente como almacén de Ca** en plaquetas. Esta

formado por un sistema de canales internos cerrados situado cerca de los microtubulos,

rodeando a las organelas. Presenta en su membrana bombas de Ca® gue mantienen la [CaZ*]c

en el rango de nanomolar en las plaquetas en reposo. El calcio bombeado hacia el STD es
secuetrado por la calreticulina, una proteina que une Ca**. Cuando la célula es activada por
agonistas, se inicia una cascada de sefales que acaba produciendo sintesis de inositol-1-4-5-

trifosfato (IPs), que producira liberacion de Ca®* desde el STD (White 1972; Berridge 1995).

1.2.4. Citoesqueleto

La forma discoidal de las plaquetas en reposo es mantenida por un citoesqueleto
especializado que ademas participa en funciones celulares como la exocitosis, endocitosis y
transporte intracelular. Es una estructura muy especializada que permite la rdpida respuesta
plaguetaria ante un dafio tisular produciendo un cambio morfolégico y favoreciendo la
emision de pseuddpodos. Esta constituido principalmente por el anillo marginal de
microtubulos, el citoesqueleto de actina y un gel contractil o esqueleto de membrana de

espectrina.

El anillo marginal de microtubulos es una de las estructuras caracteristicas de las
plaquetas. Descrito inicialmente por White y colaboradores, estd formado principalmente por
dimeros o polimeros de tubulina dependiendo del estado celular. Su estructura esta
conservada por proteinas llamadas MAP (Proteinas asociadas a microtubulos). Junto con el
citoesqueleto de actina es el encargado de mantener la forma discoidal de las plaquetas
debido a su posicionamiento en la zona periférica de éstas. Con la activacién plaquetaria se
pierde dicha morfologia debido a la desorganizacién de los microtubulos (White 1968; Kenney
et al. 1985). Durante la ECC, este anillo actla como barrera evitando la entrada constitutiva de

Ca’*y apoyando la ECC mediada por los depdsitos acidicos (Redondo et al. 2007).

La actina es la proteina mas abundante en las plaquetas, que se encuentra, al igual que
el anillo de microtuibulos, en un equilibrio dindmico de dimeros y polimeros. Alrededor del 40%
del total de actina se organiza formando filamentos (F-actina), mientras que el 60% restante
(G-actina) se almacena formando un complejo con B-4-timosina que es transformado en

filamentos tras producirse la activacion plaquetaria (Hartwig et al. 1991; Safer et al. 1994).
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El esqueleto de espectrina envuelve la superficie citoplasmatica del SCA y de los
sistemas de membrana que se desplazan hacia el centro debido a la contraccién del gel. Esta
constituido por largas cadenas de espectrina que interaccionan entre si y se unen a filamentos

de actina generando poros triangulares (Fox et al. 1987; Fox et al. 1988).

1.2.5. Grdnulos de secrecion

La plaqueta contiene, distribuidos por su citoplasma, un gran numero de granulos
delimitados por una membrana, que se diferencian por su contenido interno, pudiéndose

clasificar atendiendo a su ultraestructura en 4 tipos diferentes:

- Granulos a, los mas abundantes. Se forman durante la maduracién temprana de los
megacariocitos y aparecen en forma de pequefias vesiculas y de granulos inmaduros que
transitan a través de cuerpos multivesiculares hasta alcanzar su tamafo y densidad definitiva
(Heijnen et al. 1998). Poseen en su interior una gran diversidad de proteinas, algunas de las
cuales son especificas de plaquetas, mientras que otras son homaélogas a proteinas plasmaticas
o tisulares. Durante la secrecién, el contenido granular es liberado participando en el proceso
de hemostasia, produciendo un efecto pro-coagulante, estimulando la adhesién y agregacidn,
y en definitiva favoreciendo el proceso de reparacion tisular del endotelio lesionado. En su
membrana contienen diferentes receptores moleculares, entre los que se puede destacar la P-
selectina, ausente en la membrana plasmatica de una plaqueta en reposo, pero cuya expresion
aumenta en dicha membrana plasmadtica tras la activacion plaquetaria debido a la fusion de la
misma con la membrana de los grdnulos. La expresion de P-selectina en la membrana
plasmatica es un parametro utilizado para determinar el grado de activacion celular (Stenberg

et al. 1985; Furie et al. 2001).

- Granulos densos, denominados de este modo debido a que presentan una gran
opacidad en la zona central al microscopio electrénico atribuida a la presencia de Ca®*. Se
visualizan entre 2 y 7 granulos densos por plagueta con un diametro aproximado de 200 a 300
nm. Son organulos de almacenaje de serotonina, de Ca** y Mg”" y de un pool no metabdlico de
ADP y ATP. Su membrana presenta varios receptores, algunos especificos de este tipo de
granulos como la GP53 (granulofisina-CD63), y otros comunes al resto de membranas, como
GPllbllla y P-selectina (Israels et al. 1992; Berger et al. 1993). Como en el caso de los granulos
a, después de la activacion, el contenido de los granulos densos es liberado por fusién directa
de su membrana con la membrana plasmatica, quedando las proteinas de membrana

traslocadas a la superficie celular.
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- Lisosomas, que se encuentran en numero reducido. Son granulos pequefos, de
didmetro inferior a 300 nm caracterizados por su contenido rico en enzimas hidroliticas,
principalmente hidrolasas acidas. Al igual que en los casos anteriores, la activacién plaquetaria
produce la liberacién del contenido, en este caso enzimatico, cuya funcién es ejercida por
interacciones con la pared vascular y por la digestién de los componentes de la matriz
subendotelial. En el interior de la plaqueta participan en procesos de autofagia eliminando
fragmentos citoplasmaticos. Presentan en su superficie diversas proteinas lisosomales
asociadas a la membrana (LAMP-1, LAMP-2) y CD63 que se redistribuyen a la membrana

plasmatica tras la activacidn plaquetaria (Carlsson et al. 1988; Metzelaar et al. 1991).

- Microperoxisomas, que son pequefios granulos con actividad peroxidasa y catalasa

que se asemejan a los peroxisomas observados en otros tipos celulares.

1.2.6. Otros orgdnulos

Ademads de las estructuras descritas con anterioridad, las plaguetas presentan otros
organulos que desempefian funciones esenciales en su metabolismo, entre los que se incluyen
mitocondrias, granulos de glucégeno e inclusiones lipidicas. Durante los procesos de
agregacion, secrecion y retraccion del codgulo, las plaquetas necesitan disponer de forma
inmediata de grandes cantidades de energia, motivo por el cual presentan una via glicolitica

muy activa, asi como la biosintesis y degradacion de glucégeno.

Lisosomas

Grdnulos alfa

Membrana plasmdtica . .
Sistema canalicular

abierto

Mitocondria j— In L "'\\tt-. Microtubulos
' ' {

)

o

Grdnulos densos

Sistema Tubular denso

Fig 2. Esquema simplificado de la estructura plaquetaria.
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1.3. FUNCION PLAQUETARIA

Como se ha mencionado anteriormente, las plaquetas desempefian un papel
fundamental en el mantenimiento de la hemostasia, evitando la pérdida sanguinea al danarse
un vaso e intentando restablecer la integridad de éste. En condiciones normales, las plaquetas
circulan libremente por los vasos sanguineos sin interaccionar con otras plaquetas ni con el
endotelio vascular. Cuando se produce un dafio endotelial, bien causado por una lesidn
vascular o por la ruptura de una placa aterosclerética, se desencadenan una serie de eventos
gue llevan a la formacién de un tapdn hemostatico rico en plaquetas. Dependiendo del evento
inicial que desencadena el proceso, puede representar un proceso hemostatico normal o un
proceso patolégico de trombosis vascular. En cualquier caso, se desencadenan una serie de
mecanismos bioquimicos y celulares que se clasifican en 4 etapas: adhesidn, activacion,

secrecidn y agregacion.

- Adhesién: Este proceso comienza con el transporte por difusidon de las plaquetas hacia
la superficie reactiva y la interaccién de los receptores de la membrana plaquetaria con sus
ligandos en las estructuras de la pared lesionada, proceso que no se inicia si el endotelio no
estd danado (Packham et al. 1984). En los instantes posteriores a la lesidn, las plaquetas se
adhieren a las fibras de coldgeno del subendotelio vascular a través de la glicoproteina
GPla/lla. EIl VWF estabiliza esta unién formando un enlace entre un receptor plaquetario
situado en la glicoproteina Ib/IX y las fibras de colageno subendoteliales (Packham et al. 1984).
Las plaquetas, una vez preactivadas, exponen al exterior nuevos receptores, los receptores de
coldgeno a,B; y GPVI, el receptor de fibronectina asB; y el receptor de fibrindgeno GPlIb/llla
para favorecer y estabilizar la unién de las plaquetas al subendotelio que ha sufrido el dafio.
Ademas, durante este proceso, las plaquetas sufren un cambio morfoldgico por el cual emiten
pseuddpodos, reducen la resistencia al flujo y reclutan otras células para intentar detener la

hemorragia (Fuster et al. 1992).

- Activacion: Puede estar desencadenada por numerosos estimulos mecanicos o
bioquimicos. Muchos de los agonistas son producidos o liberados por las propias plaguetas
después de la adhesién a la pared del vaso, iniciando un proceso ciclico que amplifica aun mas
la respuesta frente al estimulo inicial. Los agonistas plaquetarios se unen a los receptores de la
superficie y estimulan la transduccidon de sefales a través de la membrana. La hidrdlisis
enzimatica de los fosfolipidos de la membrana se lleva a cabo por dos vias, una mediada por la
fosfolipasa C (PLC) y otra por la fosfolipasa A, (PLA;,), las cuales determinan la formacion de

segundos mensajeros activadores de vias bioquimicas intracelulares comunes.
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La activacion de la fosfolipasa C inicia el metabolismo de los fosfoinositidos entre cuyos
productos se encuentran dos segundos mensajeros, el IP; y diacilglicerol (DAG) (Berridge
1987). El IP; estimula la movilizacidon de Ca®* desde el STD necesaria para la activaciéon de otras
enzimas intracelulares. EI DAG activa PLC, causando fosforilacion proteica, secrecidon de

granulos y expresidn de receptores de fibrinégeno.

La segunda via de sefalizacion intracelular implica a la PLA,, que después de la
activacion AA de las membranas celulares, el cual posteriormente sera transformado TXA,. El
TXA, es un potente agonista plaquetario por si mismo, suponiendo por tanto otro proceso

ciclico que favorece la trombosis (Rink et al. 1990).

vWF Fibrinogen  Fibronectin  Collagen o granule o granule

Fig 3. Esquema de los principales eventos que se producen durante la funcién plquetaria (Jackson 2011).

- Secrecion: Es uno de los procesos clave en el mecanismo de activacidn plaquetaria.
Implica la exocitosis o secrecidn del contenido de los diferentes granulos de almacenamiento
gue contienen las plaquetas para favorecer el proceso de formacién del tapon hemostatico y
detencion de la hemorragia (Stenberg et al. 1984). La secrecién lisosomal principalmente se
basa en hidrolasas acidas (catepsinas) que digieren el material endocitado, y ocurre mas
lentamente que la producida en granulos a y granulos densos (Holmsen et al. 1970; Holmsen
et al. 1979). Por su parte, los granulos densos secretan grandes cantidades de ADP, asi como
cationes divalentes (Ca*", Mg*"), serotonina y pirofosfatos que promueven el reclutamiento y
activacion de nuevas plaquetas en el lugar de la lesidn vascular. Del mismo modo, el contenido
liberado por los granulos a favorece la funcidn plaquetaria, dado que en estos granulos se
almacenan diversas sustancias procoagulantes como es el caso del factor 4 plaquetario cuya
unién a la heparina neutraliza su actividad anticoagulante, o el factor 5 plaquetario que

estimula la produccion de trombina adicional (Ginsberg et al. 1980; Rand et al. 1994).
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- Agregacion. Este mecanismo es indispensable en el control y mantenimiento de la
hemostasia. Consiste basicamente en la unién de plaquetas activadas entre si para formar un
trombo. Después de la activacién producida por la lesidon vascular o por estimulacidn directa
con agonistas, se producen una serie de alteraciones que implican la expresién y activacién de
receptores funcionales en la membrana, procedentes por ejemplo de la fusién de membranas
internas, que determinan la interaccién plaqueta-plaqueta. Entre ellos, se requiere por
ejemplo la activacién del complejo GPllb/llla, que se expone en la membrana tras la
estimulacién con agonistas fisiolégicos como el ADP, la trombina, el colageno o el TXA2, y tiene
la capacidad para fijar diferentes glucoproteinas como el fibrinégeno o el VWF. Sin embargo,
en condiciones fisiolégicas es el fibrindgeno la principal proteina que se une de forma
bivalente a los receptores y establece los puentes de agregacién entre plaquetas. La capacidad
del receptor plaquetario para unirse a proteinas tan diversas se debe a que en todas aparece la
secuencia aminoacidica comun Arg-Glu-Asp (RGD) y Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS) que actian como

elementos especificos de fijacidn al receptor (Schottelius et al. 2009).

1.4. REGULACION DE LA FUNCION PLAQUETARIA

Las condiciones presentes en el torrente circulatorio (estrés mecanico por el arrastre del
fluido, choque contra las paredes y otras células, contacto con sustancias como el ATP liberado
al fragmentarse los eritrocitos...) podrian hacer que las plaquetas se activaran, produciendo
problemas cardiovasculares. Es por ello que el mecanismo de agregacidon plaquetaria tiene que
estar regulado de forma muy precisa, para que se produzca Unicamente en el sitio de dafio

vascular.

1.4.1. Mecanismos activadores de la funcion plaquetaria

Entre estos mecanismos estan el colageno, la trombina o el estrés mecéanico del flujo
sanguineo, que produce agregacion plaquetaria por el enlace del VWF con la GPIb/V/IX, con
una gran participacién del ADP liberado. La exposicidon de la P-selectina en las membranas de
células endoteliales y plaquetas se encarga de mediar la interaccién intercelular mediante el
reconocimiento de estructuras hidrocarbonadas ricas en acido sidlico y fucosa. Por ultimo,
también son mecanismos activadores de la adhesion/agregacion la liberacién al torrente
sanguineo de diversos agentes que inducen, por si mismos o sinérgicamente, la agregacion de
las plaquetas, como son el ADP liberado al fragmentarse los eritrocitos. También lo es la
liberacién del factor activador de plaquetas (PAF) por las plaguetas y otras células como los

neutrofilos, basoéfilos, células endoteliales, macréfagos o el propio tejido dafiado. Este PAF es
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un fosfolipido que estimula la agregacién plaquetaria y modula la respuesta alérgica e
inflamatoria. Otra sustancia activadora es el TXA, liberado por parte de los leucocitos

activados.

Para que las plaquetas participen en la hemostasia y la trombosis, se necesita un
estimulo inicial, como puede ser la lesidn con exposicion de la membrana basal rica en
colageno o la disfuncién endotelial con desequilibrio entre la produccidn de mediadores anti y

proagregantes (Pulcinelli et al. 1995).

Al adherirse al endotelio, las plaguetas son capaces de atraer mas plaquetas P-selectina
positivas y ademds se producira el reclutamiento y activacidn de los leucocitos, los cuales se
unen de forma irreversible a la superficie plaguetaria mediante la molécula de adhesion
intercelular (ICAM-2). Por otra parte, se produce también la activacion del receptor para el
fibrindgeno soluble, y la participacion de los fosfolipidos de la membrana plaguetaria como co-
factores para la cascada de reacciones enzimaticas de la coagulacion, de forma que se favorece

la formacidn del trombo arterial (Chow et al. 1992).

Asimismo, ciertos componentes de los granulos plaquetarios liberados en la activacién
influyen sobre otras células. Entre ellas el factor de crecimiento derivado de la plaqueta
(PDGF), que estimula la proliferacién celular y tiene un importante papel en la cicatrizacion de
heridas y la aterogénesis (Heldin 1992). Otras de estas sustancias son el TXA, o el 5-
hidroxitriptamina (5-HT), ambos potentes vasoconstrictores; y el inhibidor del activador del

plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), con accion antifibrinolitica (Alessi et al. 2007).

1.4.2. Mecanismos inhibidores de la funcion plaquetaria

Para inhibir la adhesion plaquetaria en un endotelio sano, las células del mismo liberan
mediadores quimicos entre los que se encuentran la heparina (que actua previniendo la
estimulacién de los receptores de trombina), las prostaglandinas (PG) y la prostaciclina (estas
dos ultimas regulan de forma negativa la funcidon de diversas vias sefializadoras de la
plagueta). La PGE2 o PGI2 estimulan la sintesis de adenosin monofosfato ciclico (AMP.), que
activa la proteina cinasa A (PKA), la cual fosforila diversas proteinas, lo cual produce una
reduccion de la liberacién de Ca®*. La activacion de la PKA inhibe ademas la PLC y la PLA, y la
polimerizacién de actina (Andersen et al. 1980). Por otra parte, hay que destacar también el
papel del NO, que es un producto del metabolismo de los aminodcidos, que se sintetiza en las
células endoteliales y en las plaguetas bajo condiciones de estrés, y que estimula la sintesis de

guanosin monofosfato ciclico (GMP,), de forma que actia de manera similar al AMP.. De
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hecho, tanto el GMP, como el AMP, trabajan sinérgicamente, regulando la funcién plaquetaria
(Moore et al., 2010). En udltimo lugar, las células del endotelio vascular expresan en sus
membranas CD39, una enzima que posee actividad ATP difosfohidrolasa, que degrada ATP y

ADP, reduciendo asi la capacidad de ambos para estimular las plaquetas (Kanthi et al. 2014).

2. Cultivos celulares

2.1. MEGO1

Los megacarioblastos son de gran utilidad en investigacion dado que presentan numerosas
respuestas similares a las que se observan en plaquetas y megacariocitos. Ademas, son un
excelente modelo para investigar procesos de sefializacion celular en la linea celular

megacarioblastica.

Las células MEGO1 constituyen una linea celular megacarioblastica obtenida en 1983 en la
Escuela de Medicina de la Universidad de Nagoya, Japdn, a partir de células de médula ésea de

un paciente con una crisis blastica de leucemia mieloide crénica.

Morfolégicamente son células redondeadas, en ocasiones ovoideas, con el mismo tamano
aproximadamente que los blastos originales de los que proceden, con un nudcleo también
redondeado con cromatina fina y uno o varios nucléolos. El citoplasma es relativamente
basoéfilo y contiene varias vacuolas. A veces emite protrusiones citoplasmaticas a modo de

pseuddpodos (Ogura et al. 1985).

Son células positivas para el factor VIII citoplasmatico, y el GPlIb/llla de superficie; para la
reaccion de PAS (Periodic Acid Schiff, una técnica histoquimica para la deteccién de hidratos de
carbono, libres o conjugados, en los tejidos cuando estan en cantidades relativamente
grandes); para la alfa-naftil acetato esterasa y para la fosfatasa acida. Son negativas para la
mieloperoxidasa, alfa-naftil butirato esterasa, naftol ASD- cloroacetato esterasa y fosfatasa

alcalina.

Presentan tincién positiva con anticuerpos monoclonales BA-1 (anti células B, granulocito),
HPL-3 (anti GPlIb/llla), y 20.3 (anti monocito, plaqueta), aunque son negativas para otras series
antigénicas linfoides y mieloides.

En esta tesis doctoral, se ha utilizado la linea MEGO1 debido a que supone un modelo muy util
en el estudio de la megacariopoyesis, la maduracién megacariocitica y los mecanismos de

biosintesis de proteinas durante el proceso de formacidn de plaguetas maduras.
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Fig 4. Células MEGO1 observadas al microscopio 6ptico.

2.2. DAMI

Estas células se aislaron inicialmente de sangre periférica de un paciente con leucemia
mieloide aguda, y ha sido utilizado tradicionalmente como herramienta para el estudio de la
diferenciacidon eritroide, linfoide y mieloide. Los -cultivos posteriores al aislamiento
mantuvieron el fenotipo tipico de los megacariocitos y como consecuencia todas las células
gue formaban el cultivo expresaban GPlb y el complejo GPIIb/llla, ambos descritos en los

precursores de los megacariocitos de la médula ésea, los promegacarioblastos.

En la actualidad son utilizados en investigacidon porque se asemejan bastante bioquimica,
morfoldgica y funcionalmente a los megacariocitos humanos a pesar de proceder también de
células leucémicas. Por ello, las células DAMI también se utilizan como herramienta para el
estudio de cuestiones relativas a la diferenciacion megacariocitica y a los factores nucleares y
citoplasmaticos que podrian estar implicados en la expresién diferencial de diferentes genes y
en el perfil bioquimico de las células progenitoras. Debido a las dificultades para obtener
preparaciones de megacariocitos humanos, estas células se suelen utilizar como modelo

megacariocitico no tumoral.

2.3. NG115-401L

Se trata de una linea celular somatica derivada de la hibridacién de la linea de neuroblastoma
de ratén N115TG-2 y la linea de glioma de rata C6BV-1 (Hatanaka et al. 1981). Presentan los
antigenos neuronales A2B5, Chol-I y neurofilamentos proteicos, pero no expresan marcadores
fibrilares gliales (Richardson et al. 1984). Por tanto esta linea celular antigénicamente se

asemeja a una neurona colinérgica. El analisis del cariotipo demuestra que el hibridoma es
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muy estable, pero con pocos cromosomas de rata por lo cual no presenta antigenos de rata ni

caracteristicas gliales, y fenotipicamente se asemeja a un tipo celular murino.

En los experimentos realizados para el desarrollo de esta tesis doctoral se ha utilizado esta
linea celular debido a que se caracteriza por tener una expresién muy baja, casi inexistente, de
la proteina STIM1 enddgena, facilitando el estudio de las implicaciones de esta proteina en la

ECC.

Fig 5. Células NG115-401L observadas al microscopio 6ptico.

2.4. SH-SY5Y

Es una linea celular humana ampliamente utilizada en investigacion. Procede de otra linea
celular llamada SK-N-SH aislada a partir de una biopsia de médula dsea de un paciente con
neuroblastoma. Normalmente son usadas como modelo para el estudio de la funcién vy

diferenciacidon neuronal, puesto que presentan receptores adrenérgicos y dopaminérgicos

3. Homeostasis del Ca**

El i6n Ca*" es un segundo mensajero intracelular ampliamente distribuido en el reino
animal, que participa en numerosos procesos celulares como son la fecundacién, la
contraccion muscular, secrecidn, agregacion plaquetaria e incluso la muerte celular
programada o apoptosis. Por ello, diferentes sistemas modulan la [Ca®*]. para regular estas
funciones, y en estado de reposo celular la mantienen a pequefias concentraciones, en el
rango de 10-100 nM. Cuando la célula es estimulada, por agonistas o estimulos fisico-quimicos,

la [Ca®*]. puede alcanzar concentraciones del orden micromolar (Parekh et al. 2005) gracias al
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Ca’* procedente del medio extracelular, cuya concentracidn aproximada es de 1,2 mM, y del
RE, principal depdsito intracelular sensible a agonistas, cuya concentracién de iones de Ca**
libre oscila entre 21 UM y 2 mM, dependiendo del tipo celular investigado (Bygrave et al.
1996). El elevado gradiente electroquimico que existe en una célula en reposo es regulado
mediante una sofisticada maquinaria para almacenar el Ca®* en los depdsitos intracelulares o
para expulsarlo al exterior celular, mediante el uso de las ATPasas. Del mismo modo, las
células poseen mecanismos que permiten la liberacion de Ca** desde los almacenes
intracelulares o el paso a través de las membranas a través de canales mas o menos
especificos para Ca**, que se encuentran cerrados cuando la célula estd en estado de reposo
evitando de esta forma el incremento continuo de Ca?* en el citoplasma que produciria

apoptosis y muerte celular.

La cinética de aumento de las concentraciones de Ca’" es muy variable en cuanto a
velocidad, amplitud y patrén espacio-temporal, lo que aporta una gran versatilidad debido a la
posible combinacién de las diferentes variables implicadas en la sefializacién, permitiendo asi

obtener sefiales con muy diversas respuestas celulares (Bootman et al. 2001).

En la ruta de sefializacion por Ca®* se pueden diferenciar cuatro fases sucesivas (Berridge
2001). En primer lugar se produce la sefializacién mediada por un estimulo que genera la
movilizacién de Ca*', seguidamente se activan los mecanismos que incrementan la [Ca2+]c, que
a su vez estimulan determinados procesos sensibles a la concentracién de Ca®* para finalmente

activar los mecanismos que restauran la concentracion basal de Ca*".

3.1. MECANISMOS QUE INCREMENTAN LA [Ca”*],

La liberacién de Ca*" desde los compartimentos intracelulares finitos produce un
. 2+ . . ’
incremento en la [Ca“’].. Sin embargo, determinados procesos celulares, asi como el rellenado
de los depdsitos internos, requieren un incremento mayor y sostenido en la [Ca®']., por lo que
los mecanismos de entrada de Ca** desde el medio extracelular tienen también un papel

esencial en la fisiologia celular.

3.1.1. Liberacion de Ca®* desde los depésitos intracelulares

Cuando en la membrana plasmatica se produce la unién de un ligando a su receptor, se
produce la activacién de la PLC, que genera dos segundos mensajeros intracelulares: el IP; y el
DAG. El IP; a su vez induce la liberacién de Ca** desde el RE a través de la unién a su receptor

localizado en la membrana de dicho orgdnulo, que sufre un cambio conformacional
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permitiendo asi la salida masiva de Ca®* al citosol (Streb et al. 1983). Por su parte, el DAG

activa la proteina cinasa C (PKC) (Berridge 1997).

-Receptores de IP; (IPsR). Fueron descritos inicialmente por Furuichi (Furuichi et al.
1989), y se encuentran localizados principalmente en la membrana del RE. Cuando se unen a
su ligando sufren un cambio conformacional que produce su apertura permitiendo la
liberacion desde los depdsitos intracelulares (Berridge et al. 2003). Presentan en su estructura
un dominio N-terminal de unién al IP;, un dominio regulador que incluye un sitio de unién a
ATP y residuos susceptibles de fosforilacién; y un dominio C-terminal con seis regiones
transmembrana responsables de la agregacion de todas las subunidades para formar el canal

activo (Chadwick et al. 1990).

- Receptores de rianodina (RyR). Son similares a los IP3R en cuanto a su localizacidn,
estructura y funcion. Los RyR son activados por rianodina (a concentraciones inferiores a 10
1M), cafeina, ADP ribosa ciclica y por Ca®* (a concentraciones menores de 1 mM), produciendo
un proceso de liberacién de Ca®* inducida por Ca** (CICR). La calmodulina (CaM) actta como
modulador de este canal, eliminando incluso el efecto conjunto que producen la rianodina, el

ADP y la cafeina (Endo 2009).

- Receptores del nicotinado de adenina diucleétido fosfato (NAADP). El NAADP, derivado
desaminado del nicotinadenin dinucleétido fosfato (NADP), sintetizado por la propia célula en
las mitocondrias es un mensajero capaz de liberar Ca’* de los depdsitos acidicos (lisosomas,
endosomas y vesiculas secretoras), de forma independiente al IP; y a la ADP ribosa ciclica
(ADPR,), a través de sus receptores especificos, los canales de doble poro (TPC) (Lopez et al.

2005; Patel et al. 2010; Zhu et al. 2010).

- Canal liberador de Ca?* sensible a esfingolipidos (SCaMPER). Este canal libera Ca®'
intracitoplasmatico, como respuesta a la unién de lipidos derivados de la esfingosina, cuya
concentracién se incrementa ante factores de crecimiento (como el PDGF). Sin embargo, no se
conocen con exactitud las condiciones fisioldgicas que producen su apertura (Young et al.

2000).

Ademads de estos canales localizados en las membranas de los depdsitos intracelulares
de Ca®", existen proteinas localizadas en el interior de estos almacenes que unen Ca’" en su

estructura. Algunas de ellas son la calsecuestrina o la calreticulina.
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3.1.2. Entrada de Ca** desde el medio extracelular

Como se ha mencionado anteriormente, la estimulacién celular con agonistas induce un
aumento de la [Ca*']. como consecuencia de la liberacién de Ca?* desde los almacenes
intracelulares. Sin embargo, debido al caracter finito de estos depdsitos en ocasiones este
incremento es insuficiente, dado que numerosos procesos celulares, asi como el rellenado de
los depésitos de Ca*', requieren un incremento mas intenso y sostenido de la [Ca®'].. Es por

. 2+ s ~ .z .
ello que los mecanismos de entrada de Ca“” en la célula desempefian una funcién esencial en

su fisiologia.

En la membrana plasmatica existen diferentes canales permeables a Ca** que presentan
diferentes propiedades biofisicas. De acuerdo a su mecanismo de activacion pueden ser
agrupados en aquellos activados por cambios en el voltaje de la membrana, denominados
canales operados por voltaje (VOCs), y aquellos operados por la ocupacién de un receptor, que
a su vez pueden ser clasificados en canales operados por receptor (ROCs), operados
directamente por la unién de un ligando o agonista al receptor, como los receptores P2X (Fung
et al. 2007), canales operados por segundos mensajeros (SMOCs) (operados por la union de un
mensajero intracelular o un segundo mensajero como ocurre en los canales TRPC activados
por DAG) (Aires et al. 2007; Dietrich et al. 2007), y los canales operados por el vaciamiento de
los depdsitos (SOCs), activados por el vaciamiento de los depdsitos de Ca®* sensibles a

agonistas (Parekh et al. 2005).

Entrada de Ca** activada por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares o entrada

capacitativa de calcio (ECC)

La ECC es uno de los principales mecanismos de entrada de Ca** en células no excitables,
estando regulado por el estado de relleno de los almacenes intracelulares de Ca**. Ademas,
también tiene un papel importante en células excitables (Dominguez-Rodriguez et al. 2012;

Koss et al. 2013; Xia et al. 2014).

Fue descrita por primera vez en 1986 por Putney, quien observd que una vez vaciados
los reservorios intracelulares de Ca®!, se produce la apertura de canales permeables a Ca**
localizados en la membrana plasmatica, que se encontraban cerrados en la célula en reposo.
Estos canales permitirian una entrada masiva de Ca* al citoplasma, el relleno de los depdsitos
de Ca’" y el cierre de los canales bloqueando la entrada de Ca®" (Putney 1986). Originalmente
se propusieron varios modelos para explicar la activacion de los canales operados por

depdsito:

44



Antecedentes bibliogrdficos

1.- Modelo difusible. Sugiere que al producirse el vaciamiento de los depdsitos se
generan moléculas difusibles que operan los SOCs en la membrana plasmatica iniciando asi la
ECC. Las posibles moléculas difusibles propuestas para este modelo fueron: pequefnios cambios
en la concentracion citosélica de GMP, (Pandol et al. 1990; Rosado et al. 2001a), algunas
tirosinas cinasas (Sargeant et al. 1993), pequefias proteinas de unién a GTP (Bird et al. 1993;
Fasolato et al. 1993), la generacién de un producto del citocromo P450 (Alvarez et al. 1992) o
la generacién de un factor no proteico aun no caracterizado denominado CIF (Randriamampita
et al. 1993). Sin embargo, tras la imposibilidad de identificar esta molécula, este modelo fue

abandonandose.

2.- Modelo de acoplamiento conformacional constitutivo. Este modelo sugiere que el RE
deberia estar suficientemente cerca de la membrana plasmatica para permitir una asociacion
permanente o constitutiva de los elementos de ambas estructuras. Este modelo fue propuesto
inicialmente por Irvine e implicaba IPsR en la membrana del RE y receptores de IP4 en la

membrana plasmatica (Irvine et al. 1987; Irvine 1990).

3.- Modelo de acoplamiento conformacional "de novo". Esta hipdtesis propone una
alternativa al modelo anterior y se basa en un acoplamiento dindmico y reversible entre el
IP3R en el RE y los SOCs en la membrana plasmatica. De acuerdo a este modelo, algunos
microdominios del RE que incluyen los IPsR y se encuentran ligeramente distantes de la
membrana plasmatica, son transportados hacia ella para favorecer la interaccién reversible
entre los IPsR y los SOCs. Este transporte es mediado por el citoesqueleto de actina, que en
estado de reposo impide la asociacién constitutiva, pero durante la activacién celular se

reorganiza para permitir el acoplamiento (Rosado et al. 2000a; Rosado et al. 2000b).

4.- Modelo de secrecién. Este modelo sugiere que, una vez vaciados los reservorios
intracelulares de Ca”*, se produce una traslocacion e insercion de canales ya formados desde el

RE en la membrana plasmatica mediante fusién de membranas (Fasolato et al. 1993).

Sin embargo, afios después con el descubrimiento de nuevas proteinas implicadas en el
mecanismo de ECC, como es el caso del sensor de Ca** del RE, STIM1, en 2005, estas hipétesis

tuvieron que ser reconsideradas y reformuladas.

La ECC es un complejo mecanismo en el que se encuentran involucradas una gran

variedad de proteinas que interacttan entre si. Las principales son:

- STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1). Es una proteina identificada en 2005 como el

sensor de Ca’* del RE responsable de la comunicacién del estado de relleno del mismo a los
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canales SOC de la membrana plasmatica (Liou et al. 2005; Roos et al. 2005; Zhang et al. 2005).
Es una proteina muy ubicua que consta de 685 aa con un peso molecular de 90 kDa
aproximadamente. Su estructura se caracteriza por presentar en la regién N-terminal
localizada en el lumen del RE, un dominio EF-hand que actia como el sensor de Ca”. La
afinidad de este dominio por el Ca** es muy baja (0,5-1 mM) (Stathopulos et al. 2009), de
forma que , con los depésitos llenos, la alta concentracién de Ca** en el interior de los mismos
favorece la unidn, pero una vez se produce el vaciamiento de estos depdsitos, el dominio EF-
hand queda libre. Cuando esto ocurre, STIM1 sufre un cambio conformacional que le permitira
unirse y activar los canales de la membrana plasmatica (Liou et al. 2005). Ademas, STIM1
contiene otros dominios EF-hand funcionales ocultos, que no unen Ca?, pero son esenciales
para la asociacion intramolecular con un dominio alfa estéril (SAM) implicado en la respuesta
conformacional de STIM1 al vaciamiento de los depdsitos, y un Unico dominio transmembrana
altamente conservado (Soboloff et al. 2006). El extremo C-terminal localizado en el citoplasma
presenta tres dominios coiled-coil, que participan en la oligomerizacién de STIM1, una region
rica en prolina/serina y un dominio polibasico al final de la proteina (Hogan et al. 2010). El
fragmento citosdlico de STIM1 contiene varios dominios funcionales que son relevantes para la
activacion de la ECC, entre los que se incluyen: 1) dominio CMD (CRAC-modulatory domain),
que constituye un mecanismo de retroalimentacién negativo para la entrada de Ca®'
induciendo la inactivacién rapida de los canales Orail dependiente de Ca** (Derler et al. 2009),
2) un dominio inhibidor denominado CTID (C-terminal inhibitory domain), que regula la
interaccion de la proteina inhibidora de STIM1, SARAF, con el SOAR (regién de STIM1
activadora de Orail) evitando la activacién constitutiva de la ECC (Jha et al. 2013) y 3) una
region de STIM1 activadora de Orail. Esta ultima, fue descrita simultaneamente por diferentes
laboratorios que coincidiendo en las regiones esenciales difieren en algunos aminoacidos. Asi,
el OASF (Orai-activating small fragment), localizado entre los aa 233-474, incluye los tres
dominios coiled-coil; |la region SOAR (STIM1 Orail-acivating region), situada entre los aa 344-
442 presenta las minimas regiones esenciales para la interaccidon STIM1/Orail; el CAD (CRAC-
activating domain) localizado entre los aa 342-448 desempefia un papel importante en la
agrupacion de los canales Orail/CRAC; y el CC9, que se sitUa entre los aa 339-446 (Kawasaki et

al. 2009; Muik et al. 2009; Park et al. 2009; Yuan et al. 2009; Stathopulos et al. 2013).

A pesar de que la principal localizacidn de STIM1 se encuentra en la membrana del RE,
un pequefio porcentaje de esta proteina se localiza en la membrana plasmatica. No obstante
su funcién no esta esclarecida completamente aunque se ha descrito que podria participar en

la regulacion de los canales SOC actuando como sensor de Ca®" del espacio extracelular a
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través del dominio EF-hand orientado al medio externo (Spassova et al. 2006). Ademas,
recientemente se ha descubierto que la fraccion de STIM1 localizada en la membrana
plasmatica es necesaria para la activacion de los canales ARC, un tipo de canales no
capacitativos regulados por AA. Estos canales son heteromultimeros formados por tres
subunidades de Orail y dos subunidades de Orai3 (Shuttleworth et al. 2007; Zhang et al.
2014).

STIM2 (Stromal Interaction Molecule 2) es el segundo miembro de la familia de
proteinas STIM. Se expresa también de forma ubicua en humanos, aunque a niveles menores
que STIM1. Sin embargo, al contrario que STIM1, STIM2 se localiza exclusivamente en la
membrana del RE (Williams et al. 2001). Estas dos proteinas son similares estructuralmente,
pero funcionalmente difieren en que la participacion de STIM2 en la ECC no estd
completamente demostrada y parece depender en gran medida del tipo celular investigado.
Por ejemplo, en plaquetas humanas y murinas parece tener un menor efecto en la ECC, si
alguno, comparado con STIM1 (Gilio et al. 2010), mientras que en otros tipos celulares, como
neuronas murinas o células dentriticas, STIM2 desempefia una funcién importante en la ECC

(Berna-Erro et al. 2009; Bandyopadhyay et al. 2011).

- Orail. También conocida como CRACM1. Esta proteina fue descrita en 2006 como
proteina formadora del poro del canal que conduce la corriente /crac, Una corriente no activada
por cambios de voltaje y altamente selectiva para Ca*. La identificacién de Orail como parte

del canal se consiguié al estudiar la mutacién puntual Orai1®**"

, que da lugar al sindrome de
inmunodeficiencia combinada severa, caracterizado por la deficiencia de corrientes Icrac €n
células T (Feske et al. 2006). Orail es una pequena proteina de la membrana plasmatica,
aunque se han descrito algunas localizaciones intracelulares como reservorios que pueden ser
insertados en la membrana plasmatica durante la estimulacion de las células con agonistas
(Woodard et al. 2008). Se compone de 301 aa, lo que se traduce en una masa molecular de 33
kDa, masa que puede incrementarse debido a que es una proteina susceptible de glicosilacion.
Presenta ambos extremos, amino y carboxilo, en el citoplasma. Tiene 4 dominios
transmembrana y el poro se halla situado entre el 22 y 32. En su extremo amino tiene dos
dominios ricos en prolina, uno rico en arginina y uno muy cercano al primer dominio
transmembrana rico en arginina/lisina. Ademas, posee un sitio de uniéon a CaM antes de la
primera region transmembrana, la cual produce la inactivacién del canal al unirse (Mullins et
al. 2009). En su extremo carboxilo presenta un dominio coiled-coil por el cual se une al

extremo carboxilo de STIM1 (Muik et al. 2009; Park et al. 2009). Orail posee dominios

estructurales que pueden formar un canal de Ca®* muy selectivo (pNa'/pCa®
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aproximadamente de 1000). En concreto, el residuo de glutamato Glu'® ha sido descrito
recientemente como el filtro que define la selectividad a Ca** del canal (Rothberg et al. 2013).
Asimismo, se ha descubierto que ciertos residuos del dominio ETON (Extended transmembrane
Orail N-terminal) contribuyen a la unién de Orail con STIM1 asi como a la activacion de este

ultimo (Derler et al. 2013).

- TRPs. En los afios 90 se propuso que los homdlogos en mamiferos de los receptores de
potencial transitorio (TRP, transient receptor potential) de Drosophila eran posibles canales
mediadores de la ECC (Birnbaumer et al. 1996; Rosado et al. 2001b). Su nombre se debe a que
la mutacidn de estos canales induce potenciales de membrana transitorios, por la entrada de
Na"y Ca*, en lugar de los potenciales sostenidos que se producen en los canales no mutados
(Hardie et al. 1992). En mamiferos se han identificado seis subfamilias de canales TRP: TRPC,
TRPA, TRPV, TRPM, TRPML y TRPP, cada una de las cuales estd constituida por diferentes
isoformas. Por ejemplo, la subfamilia TRPC (TRP candnico) esta formada por 7 canales (TRPC1-
TRPC7), que se activan una vez producida la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,)
tras la estimulacién con diversos agonistas en diferentes tipos celulares (Montell 2005; Parekh
et al. 2005). Sin embargo, no todos los TRPCs participan en la ECC, sino que también funcionan
como canales en otros tipos de entrada de Ca** no capacitativa (ENCC). La corriente generada
por los canales TRP es un tipo de corriente capacitativa no selectiva para Ca®* llamada /soc

(store-operated calcium current) (Parekh et al. 2005). Entre ellos se destacan:

TRPC1. Es el TRP mas estudiado puesto que fue el primer homdlogo de los TRPs de
Drosophila descrito en mamiferos. Se trata de un polipéptido de 793 aa que es expresado en la
mayoria de tejidos humanos (Wes et al. 1995; Zhu et al. 1995). Presenta la estructura tipica de
los miembros de la familia TRPC, consistente en seis dominios transmembrana (TM) con el
poro permeable a cationes situado entre el 52 y el 62. En el extremo amino citosélico posee 4
repeticiones de ankirina, necesarias para la interaccién con otros TRPCs, un domnio coiled-coil,
necesario para la unién entre diferentes subunidades de TRPC1 y un sitio de unidn para
caveolina 1 (Vazquez et al. 2004). Por su parte, el extremo carboxilo, citosdlico también,
contiene el dominio tipico de los TRP (EWKFAR), un dominio rico en prolina, un dominio de
union a CaM e IPsR lamado CIRB, el cual modulara la activacién de TRPC1 dependiente de ca”,

y una region coiled-coil (Singh et al. 2002).

A pesar de que la implicacién de TRPC1 en la entrada de Ca®* operada por receptores
estd ampliamente aceptada, su implicacion en la ECC parece estar reservada a ciertos modelos

celulares. Es por ello, que numerosos estudios han demostrado que TRPC1 tiene un papel
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fundamental en el desarrollo de la ECC de multitud de tipos celulares, como cardiomiocitos,
células megacarioblasticas, mioblastos, fibroblastos o plaquetas entre otros (Xu et al. 2001;
Rosado et al. 2002; Ohba et al. 2007; Galan et al. 2009; Olah et al. 2011; Almirza et al. 2012;
Lopez et al. 2013). Sin embargo, existen varios estudios en los que el canal TRPC1 nativo no
funciona como canal capacitativo (Sinkins et al. 1998), demostrando por tanto, que la

implicacion de los canales TRPC en la ECC depende del tipo celular investigado.

TRPC3. Es una proteina de 848 aa localizada en la membrana plasmatica vy
estructuralmente muy similar al resto de miembros de la familia TRPC, aunque con ciertas
particularidades. En el extremo amino, ademas de los dominios comunes, presenta un sitio de
unién a la PLCy en el primer dominio de ankirina y una unién para VAMP2 entre los dominios
de ankirina 3 y 4 (Eder et al. 2007). Al igual que otros TRPCs, el TRPC3 forma heterotetrameros
y participa en la ENCC activada por agonistas, cuyos receptores estan acoplados a proteinas G,
que ponen en marcha la maquinaria de hidrdlisis de PIP, generando DAG, que activara el canal.
Ademas, se ha demostrado que el canal TRPC3 también esta implicado en la ECC y puede ser
activado por el vaciamiento de los depdsitos en determinados modelos celulares (Zhu et al.

1996; Vazquez et al. 2001).

TRPC6. Se trata de un polipéptido de 931 aa que presenta también la estructura
caracteristica de la familia TRPC, pero a diferencia de TRPC1 y TRPC3 no posee sitios de union
para Cavl. El canal TRPC6 es 6 veces mas selectivo a Ca** que a Na*. Tiene dos sitios de
glicosilacién en el primer y segundo bucle extracelular que determinan el funcionamiento de
TRPC6 como canal operado por receptor, siendo activado de forma directa por el segundo
mensajero DAG, por la fosforilacidon en residuos de serina y tirosina o por efecto de algunos
fosfoinositidos (Dietrich et al. 2003). En ciertos modelos celulares, cuando el canal TRPC6 tiene
un comportamiento no capacitativo se encuentra formando un complejo con TRPC3 en
regiones independientes de las balsas lipidicas de la membrana plasmatica, donde se localizan
los complejos de sefalizacidn caracteristicos de la ECC. Sin embargo, tras el vaciamiento de los
reservorios intracelulares de Ca®*, TRPC6 se disocia de TRPC3 e interacciona con las principales
proteinas involucradas en la ECC, STIM1, Orail y TRPC1, funcionando en estos casos como
canal capacitativo (Brechard et al. 2008; Jardin et al. 2008b; Redondo et al. 2008). En
definitiva, el canal TRPC6 actua como punto de convergencia entre las vias capacitativa y no

capacitativa de entrada de Ca*".

TRPA1. Denominada también ANKTM1 y P120. Es una proteina de gran tamafio (1119 aa

en humanos) que tiene un peso molecular de 127 kDa. Como otros miembros de la familia
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TRP, presenta seis dominios TM y la regién formadora del poro se localiza entre TM5 y TM6. Se
caracteriza por tener una gran cantidad de repeticiones de ankirina en la regién N-terminal
(hasta 18 en humanos). Los dominios de ankirina, con una longitud de 33 aa, estan implicados
en la interaccién de TRPA1 con otras proteinas, aportan elasticidad a la molécula y son lugares
esenciales de integracion de multiples sefiales fisiolégicas que dan lugar a la activacién del
canal (Garcia-Anoveros et al. 2007; Cvetkov et al. 2011). La regién C-terminal consta de varios
residuos basicos que confieren al canal de TRPA1 sensibilidad quimica y al voltaje (Samad et al.
2011). Se trata de un canal bastante polivalente puesto que puede ser activado por estimulos
fisicos (como el frio o la radiacién ultravioleta (UV)) o ligandos endégenos (como el Ca®,
especies reactivas de oxigeno (ROS) o el NO) o exdgenos (como el alil isotiocianato) generando
una entrada masiva de Ca’* en la célula y activando en consecuencia diferentes procesos
celulares (Earley et al. 2009; Cao et al. 2012; Sura et al. 2012). El ién Ca** es considerado como
uno de los activadores mas potentes del canal TRPA1. No en vano, dicho canal presenta un
dominio EF-hand de unién a Ca** que modifica la flexibilidad del canal y determina su apertura
(zayats et al. 2013). Sin embargo, a pesar de que la tapsigargina (TG), un compuesto inhibidor
de las bombas encargadas de la recaptacién de Ca** hacia los depdsitos intracelulares muy
utilizado en los estudios relacionados con la ECC, puede producir la modulacién del canal

TRPA1 (Jordt et al. 2004), aun no se conoce la implicacion de este canal en dicho mecanismo.

Mecanismo de la entrada de Ca** operada por los depésitos

Una vez que el agonista se une a su receptor de membrana acoplado a proteinas G, se
produce la activacidn de la PLC, que hidroliza PIP, y lo transforma en IP; y DAG. El IP3, por su
parte, se une a su receptor localizado en el RE dando lugar a un cambio conformacional en el
mismo que permitira la liberacién de Ca®* desde el RE al citosol. La liberacién del Ca®*
almacenado en los depésitos provoca que el Ca** que se encontraba unido al dominio EF-hand
de STIM1 se disocie, lo cual a su vez provoca un cambio conformacional en STIM1 que activa
los canales de la membrana plasmatica. En reposo, STIM1 tiene ocultos los dominios coiled-coil
por los que se activa a Orail y el dominio rico en prolina que activa a TRPC1. El cambio
conformacional sufrido por STIM1 le permite, en primer lugar, formar homodimeros u
homotetrameros con otras moléculas de STIM1 y heterodimeros o heterotetrdmeros con
moléculas de STIM2. Estas uniones se formaran mediante el dominio SAM, situado en el
extremo amino de las STIMs (Muik et al. 2011). Una vez que se han vaciado los reservorios de
Ca”*, ambas proteinas se reorganizan en regiones del RE préximas a las balsas lipidicas de la
membrana plasmatica, microdominios con un alto contenido en colesterol y esfingolipidos

(Pani et al. 2008). La interaccién entre STIM1 y Orail se produce en puntos muy concretos y
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localizados de la célula, denominados regiones punctae, donde la separacién entre la
membrana plasmatica y el RE es menor de 100 nm (Liou et al. 2005; Baba et al. 2006). STIM1
se une a Orail mediante los dominios coiled-coil de los extremos carboxilo de ambas
proteinas, y el dominio SOAR de STIM1 activa Orail, permitiendo la entrada de Ca** desde
el exterior (Yuan et al. 2009). Asimismo, STIM1 se une a la membrana por su dominio K en el
extremo C-terminal, de forma que estabiliza las uniones con las proteinas de membrana. Este
mismo dominio es esencial para la activacion de los canales TRPC1 y TRPC3 mediante
interaccidon electrostatica (Yuan et al. 2007). En plaquetas humanas, el vaciamiento de los
depdsitos intracelulares aumenta la interaccién entre STIM1 y TRPC1 en un 50%, y este
incremento es inhibido por la electrotransyeccion de un anticuerpo anti-STIM1 (Lopez et al.
2006), bloqueando ademas la interaccién entre TRPC1 y el IP;R que se produce tras el
vaciamiento de los almacenes de Ca** (Rosado et al. 2000c). Esta interaccién entre el TRPC1 y
los IP3Rs tiene un papel fundamental en la ECC en varias lineas celulares (Rosado et al. 2000c;
Sundivakkam et al. 2009; Adebiyi et al. 2011). Por otra parte, se ha visto que STIM1 se transloca
a la membrana plasmatica una vez que se han vaciado los depésitos (Zhang et al. 2005) y que
esta STIM1 en la membrana plasmatica es necesaria para las corrientes Icrac €n células T Jurkat y
la ECC en HEK293 (Spassova et al. 2006). En plaquetas humanas esta translocacién necesita los
filamentos de actina (Lopez et al. 2006). Sin embargo, hay autores que se oponen a la idea de la
translocacién de STIM1 a la membrana plasmatica, y sugieren que como la distancia entre las
membranas del RE y la membrana plasmatica es muy pequefia (100 nm), STIM1 actuaria como
si estuviera en la membrana plasmatica cuando en realidad se sitia en el RE (Mercer et al.
2006; Soboloff et al. 2006). Actualmente se cree que la falta de deteccion de STIM1 en la
membrana plasmatica en modelos celulares transfectados con STIM1 se debe a la conjugacion
de STIM1 con proteinas fluorescentes, que, de algin modo, impedirian la expresién de STIM1
en la membrana plasmadtica. Los estudios actuales sugieren que existen dos poblaciones de
STIM1 localizadas en la membrana del RE, la primera identificada, y en la membrana plasmatica.
El papel de la STIM1 localizada en la membrana plasmatica estaria relacionado con la
modulacién de la entrada de calcio a través de canales capacitativos (Jardin et al. 2009b) y

canales regulados por AA (Zhang et al. 2014).
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Fig 6. Esquema representativo de los elementos que participan en la ECC (Wang et al. 2008).

3.2. MECANISMOS QUE DISMINUYEN LA [Ca*'].

Una vez realizada la funcidn celular que requeria el aumento de la [Ca*'],, las células
. . 2+ . . .z
necesitan recuperar sus concentraciones basales de Ca“" para evitar la activaciéon de procesos
apoptéticos que conllevarian a la muerte celular como consecuencia de un exceso de Ca** en el
citosol. Ademas, algunos de estos procesos permanecen activados de forma continua para

mantener la baja [Ca”*]. caracteristica de una célula en reposo.

En el proceso de recuperacion de la [Ca**]. basal tiene especial importancia el papel que
desempefia la bomba ATPasa de Ca** del RE (SERCA). La bomba SERCA es un polipéptido de
110 kDa que se localiza en las membranas de los almacenes intracelulares de Ca*', hacia donde
lo reintroduce en un proceso realizado en contra de gradiente con el consecuente consumo de
ATP. Presenta 3 dominios principales en su parte citosdlica: el dominio de fosforilacién y el de
union a nucledtidos, que juntos forman el sitio catalitico, y el domino ejecutor, al que se une el
Ca’"y favorece los cambios conformacionales de la proteina. Cuando SERCA une dos iones Ca**
en su domino citosélico sufre un cambio conformacional por el cual dicho dominio queda
orientado hacia el limen del almacén de Ca®*, donde disminuye la afinidad de los sitios de
unién a Ca*' por el ion, liberandolo en el interior. Esta disociacidn induce un nuevo cambio
conformacional por el que SERCA retorna a su estado inicial (Periasamy et al. 2007). Se han
identificado tres genes diferentes que dan lugar a las isoformas SERCA1, SERCA2 y SERCA3 y a

una diversidad adicional de variantes de estas isoformas mediante splicing alternativo (Pozzan
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et al. 1994). La regulacidon de esta bomba es llevada a cabo por la proteina de membrana
fosfolambam (6 kDa), que inhibe la actividad SERCA1 y SERCA2 (pero no SERCA3) por bloqueo
de su sitio activo. Esta inhibicién se relaja cuando fosfolambam es fosforilada por PKA o
proteinas cinasas dependientes de Ca’* y CaM (CaM cinasa Il) (Metcalfe et al. 2005). El
inhibidor mas selectivo de SERCA conocido, que no afecta a otras bombas de Ca2+, es la
tapsigargina (TG) (Thastrup et al. 1989), una lactona sesquiterpénica que lleva a la proteina a
un estado inactivo irreversible. Otros inhibidores menos especificos son el vanadato, que sdlo
inhibe a la SERCA a concentraciones superiores a 20 uM (Caroni et al. 1981); el lantano, que
inhibe la formacion de fosfoproteina SERCA (Wuytack et al. 1992); el acido ciclopiazdnico, de
caracter inhibitorio reversible, y la 2,5-di(ter-butil)-1,4,-hidroquinona (TBHQ), de actuacion
similar a la primera pero con potencia de inhibicidon variable en funcién de las diferentes
isoformas de SERCA (Cavallini et al. 1995), de manera que es uno de los inhibidores mas

versatiles para analizar la funcionalidad de las diferentes isoformas de SERCA.

La extrusion de Ca®* al medio extracelular se lleva a cabo principalmente mediante la
bomba de Ca** dependiente de ATP de la membrana plasmatica (PMCA). Con una estructura y
funcionalidad similar a las de la bomba SERCA, presenta 10 dominios TM, localizandose los
extremos amino y carboxilo en la parte citoplasmatica de ésta. En el bucle localizado entre
TM4 y TM5 contiene el dominio catalitico, que incluye el sitio de unidn a ATP, mientras que el
extremo carboxilo, donde se encuentra el sitio de unidén a Ca**-CaM, constituye el principal
dominio regulador de PMCA (Penniston et al. 1998). Uno de los principales factores
moduladores de la PMCA es el propio idn Ca®". Asi, después del aumento de la [Ca®']. la

velocidad de salida de Ca®" a través de la PMCA también aumenta (Bautista et al. 2002).

En el proceso de eliminacién de Ca®* hacia el medio extracelular también contribuye el
intercambiador Na*/Ca®* (NCX) localizado en la membrana plasmatica. El NCX, con un tamafio
aproximado de 108 kDa) esta constituido por 11 dominios TM con sus extremos amino y
carboxilo orientados hacia el citosol. El intercambio del NCX es electrogénico, pues su
estequeometria es 3Na*:1Ca*" (Hilgemann et al. 1991), lo cual da lugar a una corriente eléctrica
hacia el citoplasma por el movimiento de una carga neta positiva. Ademas, el NCX es sensible a
cambios en el potencial de membrana y al gradiente de Na®, pudiendo cambiar de direccién
cuando se alteran estas condiciones. Asimismo, la operacién de los SOCs tras el vaciamiento de
los depdsitos también induce una entrada de Na* sustancial que seguidamente activa de forma
reversa el NCX proporcionando por tanto una via adicional de entrada de Ca*" durante la ECC

(Harper et al. 2007).
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Asimismo, determinadas proteinas citosdlicas también actian disminuyendo la [Ca®'].
mediante su union a dicho idn. Algunas de estas proteinas son la CaM, calretinina, calbindina o
- . . 2+
parvalbumina. La mayor parte de estas proteinas actua tamponando la [Ca”"]. de forma que,
. o . 2+ . . ’ .oy .
en condiciones de reposo, se mantiene la [Ca”"]. baja, y mantienen asi un equilibrio entre el
Ca”* libre y el que se encuentra unido a proteinas. En las células, tanto excitables como no

excitables, entre el 98 y el 99% del Ca** intracelular se encuentra unido a proteinas (Neher et

al. 1992).
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Objetivos

OBJETIVOS

1. Determinar el papel de la proteina TRPA1 en la fisiologia de plaquetas y células
megacariobldsticas humanas y en concreto en la ECC.

2. Establecer el papel del canal TRPC6 en la requlacion de la concentracion basal de Ca**
de la célula en reposo.

3. Analizar la sensibilidad del canal TRPC6 a las modificaciones del pH extracelular que
tienen lugar en ciertas patologias.

4. Explorar el papel de la proteina STIM1 en la heteromerizacion de los canales TRPCs que

tiene lugar durante la ECC.
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Objectives

OBJECTIVES

1. Todetermine the role of TRPA1 in cell physiology and particularly in SOCE.

2. To establish the role of TRPC6 in the regulation of cytosolic basal calcium
concentration.

3. Toanalyze TRPC6 sensitivity to changes in extracellular pH.

4. To explore the role of STIM1 in TRPC heteromultimerization that takes place during

SOCE.
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Para la consecucidon de los anteriores objetivos, se llevaron a cabo los siguientes

procedimientos experimentales.

1. Reactivos

. 1-oleoil-2-acetil-sn-glicerol (OAG) - Calbiochem (Madrid, Espafia).

¢ AITC - Sigma (Madrid, Espafia).

. Albdmina de suero bovino (BSA) - Sigma (Madrid, Espaiia).

* Anticuerpo anti-actina - Sigma (Madrid, Espafia).

. Anticuerpo antiinmunoglobulina G de conejo conjugado con peroxidasa de rabano. GE

Healthcare (Madrid, Espana).

. Anticuerpo antiinmunoglobulina G de raton conjugado con peroxidasa de rabano.GE
Healthcare (Madrid, Espana).

. Anticuerpo anti-Orai (C terminal) - Sigma (Madrid, Espafia).

. Anticuerpo anti-SERCA2b - Abcam plc. (Cambridge, UK).

¢ Anticuerpo anti-STIM1 - BD Transduction Laboratories (Franklin Lakes, NJ).

¢ Anticuerpo anti-TRPA1 - Sigma (Madrid, Espafia).

* Anticuerpo policlonal anti-hTRPC1 - Alomone Laboratories (Jerusalen, Israel).

¢ Anticuerpo policlonal anti-hTRPC6 - Alomone Laboratories (Jerusalem, Israel).
. Anticuerpo policlonal anti-TRPC3 - Abcam plc. (Cambridge, UK).

. Apirasa (grado VII) - Sigma (Madrid, Espafia).

. Aspirina - Sigma (Madrid, Espaiia)

. Deferoxamina. Sigma (Madrid, Espafia).

. Ditiotreitol (DTT) - Sigma (Madrid, Espaia).

. DMSO: Dimetil sulfoxido - Sigma (Madrid, Espafia).

. Dodecilsulfato sédico (SDS) - Sigma (Madrid, Espaina).

. EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin - Pierce (Rockford, Estados Unidos).

. Fura-2-acetilmetil éster (fura-2/AM) - Molecular Probes (Leiden, Paises Bajos).
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¢ H,0, - Sigma (Madrid, Espafia).

. HC-030031 - Sigma (Madrid, Espaia).

. Hyp 9 - Sigma (Madrid, Espana).

. Marcador de Peso Molecular - Bio Rad Laboratories, Inc. (Espafia)

. Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Lonza (Cologne A.G.,Alemania.
. Nonidet P-40. Sigma (Madrid, Espafia).

. Proteina agarosa A - Upstate Biotechnology Inc. (Madrid, Espafia).

¢ RPMI 1640 - Lonza (Cologne A.G., Alemania)

. Tapsigargina (TG) - Sigma (Madrid, Espafia).
¢ Tris - Sigma (Madrid, Espafia).

. Tritén X-100 - Sigma (Madrid, Espaia).

¢ Turbofect Transfection Reagent - Thermofisher (Madrid, Espafia)
¢ Tween-20 - Sigma (Madrid, Espana).
. Trombina - Sigma (Madrid, Espafia).

El resto de reactivos utilizados son de grado analitico y han sido suministrados

por Panreac (Espafia).

2. Obtencion de plaquetas humanas

2.1 SELECCION DE INDIVIDUOS SUSCEPTIBLES DE INVESTIGACION

Las muestras de sangre utilizadas para la realizacion de los experimentos fueron
extraidas de donantes voluntarios sanos que no tomaban farmacos, y la obtencién de las
mismas se realiz6 mediante puncion venosa en el Laboratorio de Andlisis Clinicos del Dr.
Herndndez Cruz (C/ San Antén, 10; Caceres), o bien a partir de concentrados de plaquetas
donados para la investigacion por el servicio de Hematologia General del Hospital San Pedro

de Alcantara (Avenida Pablo Naranjo Porras, s/n; Caceres).

Todos los procesos se llevaron a cabo cumpliendo los principios de la Declaracién de

Helsinki y sus revisiones posteriores para estudios en humanos, la Ley 14/2007, de
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investigacion biomédica, el Convenio del Consejo de Europa relativo a los Derechos Humanos y
de la Biomedicina, la Declaracién de la UNESCO sobre el genoma humano y los derechos
humanos, la legislacién para tal fin vigente en Espafia y la Unién Europea. Asimismo, los
experimentos realizados cumplieron también con los principios de los Comités de Bioética del

Servicio Extremefio de Salud y de la Universidad de Extremadura.

2.2 PREPARACION DE LA SUSPENSION DE PLAQUETAS

La sangre obtenida se mezcld con una solucion de acido citrico dextrosa (ACD) en una

proporcién 1:6 (ACD:sangre) para evitar la activacién plaquetaria y la coagulacién sanguinea.

Reactivo Concentracion (mM) (g/L) ‘
Acido citrico 85 25
Citrato sddico 78 15

Glucosa 111 20

Tabla 1. Solucién ACD (pH = 7,46 mezclado con la sangre)

Una vez mezclada la sangre con la solucién anticoagulante, fue centrifugada durante 5
minutos a 700 xg, obteniéndose como resultado tres fracciones bien diferenciadas: una de
color rojo, en el fondo, constituida por los glébulos rojos o eritrocitos; un halo intermedio de
color blanquecino, donde se encuentran los gldbulos blancos o leucocitos; y una de color
amarillento, en la parte superior, denominada plasma rico en plaquetas (PRP). Tras separar el
PRP, éste fue suplementado con acido acetilsalicilico (100 uM), un inhibidor irreversible de la
ciclooxigenasa COX-I, que evita la liberacidn de PG plaquetarias y en consecuencia la activacion
espontanea; y apirasa (40 pug/mL) que hidroliza el ADP y el ATP secretado por las plaquetas

impidiendo la activacidn plaquetaria mediada por dichos agonistas.

Por ultimo, el PRP suplementado se centrifugd a 350 xg durante 20 minutos para
sedimentar las plaquetas en el fondo del tubo formando un pellet blanquecino, y asi poder
separarlas del plasma pobre en plaquetas (PPP) que obtendremos como sobrenadante. Tras
retirar el PPP, las plaquetas fueron resuspendidas en un medio tampdn HEPES salino (HBS),

suplementado con apirasa (40 pg/ml).
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Reactivo Concentracion (mM) (g/L)
HEPES 10 2,383
Cloruro sédico 145 8,468
Cloruro potasico 5 0,374
Sulfato de magnesio 1 0,264
Glucosa 20 1,8
BSA 1 mg/mL 1

Tabla 2. Tampén HBS (pH =7,4)

3. Obtencion de plaquetas murinas

3.1. RATONES UTILIZADOS PARA LA INVESTIGACION

Las plaguetas murinas se obtuvieron a partir de sangre de ratones sanos mutantes
(TRPC6 KO, del inglés Knock Out) o salvajes (WT, del inglés Wild Type) con edades
comprendidas entre las 8 y 12 semanas mediante puncion en el plexo retroorbital bajo
condiciones anestésicas con isofluorano cumpliendo con las recomendaciones del Comité Etico
de Experimentacién Animal de la UEx y respetando el RD 53/2013. Estos animales, tanto los
mutantes (B6;129P2-Trpc6tm1Dgen) como los salvajes fueron obtenidos a través de la red

European Mouse Mutant Archive (EMMA).

3.2. GENERACION DEL RATON TRPC6 KO

Los ratones deficientes en la proteina TRPC6 fueron obtenidos de Deltagen, Inc. (San
Mateo, CA, USA) y fueron generados mediante la subclonacién de una regién del gen Trpcé6
que contenia el exdn cuatro (E4). El vector de ADN exdgeno fue construido mediante la
sustitucion de 13 nucledtidos localizados en el E4 con un cassette de seleccién que contiene un
sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), el gen LacZ (que codifica para la enzima 8-
galactosidasa) y el gen Neo de resistencia al antibidtico neomicina. Dicho fragmento de ADN
fue introducido mediante electroporacién en células madre embrionarias (células ES),
utilizadas como vehiculo para introducir las modificaciones genéticas en la linea germinal del
ratdn. Se seleccionaron las colonias de células ES que expresaban el gen de resistencia a
neomicina y se aislé6 su ADN para evaluarlo mediante Southern blot utilizando una sonda
externa especifica para el gen Trpc6, que permite identificar aquellos clones que han integrado
mediante recombinacién homaéloga el alelo truncado en el locus salvaje de Trpcé6. Los clones
de células ES electroporadas que eran heterocigotas para el alelo truncado de Trpc6 se

inyectaron en blastocistos salvajes de 3,5 dias para generar el ratdon quimera. Los ratones
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quimera fueron cruzados con ratones C56BI6 para obtener la primera generacion (F1) de
ratones heterocigotos para el alelo truncado de Trpc6, y posteriormente los individuos
resultantes de se cruzaron nuevamente entre si para obtener animales mutantes homocigotos

(KO).

3.3. AISLAMIENTO DE ADN Y GENOTIPADO

Para realizar el genotipado de los ratones y verificar que se trataba de individuos
homocigotos se aislé el ADN de los animales partiendo de 5 mm? de tejido auricular. Dicho
tejido fue digerido con una solucién de lisis de ADN durante toda la noche (Tampén de lisis de
ADN). Posteriormente se precipitd tanto el SDS como las sales contenidas en la solucién con
cloruro sédico saturado para posteriormente separarlo mediante centrifugacién durante 30
minutos a 16000 x g. El sobrenadante obtenido en la centrifugacién se mezclé con etanol
absoluto y se sometid a centrifugacidon durante 10 minutos a 16000 x g para precipitar el ADN
genomico. El pellet de ADN gendmico se lavé con etanol diluido al 70%, y tras evaporar el

posible etanol residual del pellet, éste fue resuspendido en tampdn TE.

Reactivo Concentracion (mM) (g/L)
Tris-HCI 10 1,21
EDTA 25 7,31
NacCl 50 2,92
SDS 0,5 % 5
Proteinasa K 0,5

Tabla 3. Tampdn de lisis de ADN (pH = 8)

Reactivo Concentracion (mM) (g/L)
Tris-HCI 10 1,21
EDTA 1 0,29

Tabla 4. Tampdn TE (pH = 8)

El ADN aislado se utiliz6 como molde de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con el fin de obtener gran cantidad del fragmento de ADN de interés en un termociclador, con
la ayuda de una ADN polimerasa termoestable, y asi poder realizar el genotipado de los
ratones utilizados en el estudio, WT como KO. Para la identificacion de los alelos
determinados se utilizaron los siguientes cebadores especificos: mTRPC6_genot_2F 5'-
atatgcccacatttaagctaggatgaac-3'; mNeo_F 5°-gggccagctcattcctcccactcat-3'; mTRPC6_genot_R

5’-agctagatctttgcctgctggacag-3'.
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Las reacciones de PCR se realizaron de forma separada para los alelos WT y KO,
utilizando diferentes combinaciones de cebadores en cada uno de los casos. Para amplificar el
alelo salvaje, se utilizaron los cebadores mTRPC6_genot_2F y mTRPC6_genot_R (588 pb),
mientras que para amplificar el alelo KO se utilizaron los cebadores mNeo F vy

MTRPC6_genot_R (408 pb). El programa de PCR utilizado fue el reflejado en la siguiente tabla:

95 ¢eC 5 minutos

94 oC 30 segundos

60 oC 30 segundos 35 ciclos
72 eC 30 segundos

72 °C 10 minutos

3.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa, un método
normalizado que se utiliza para separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. Se
fundamenta en la aplicacién de una fuerza electromotriz que desplaza las moléculas a través
del gel, un polimero entrelazado de porosidad variable determinada por la concentracién de
agarosa utilizada, que es colocado en una cubeta de electroforesis sumergido en un tampén de
pH alrededor de 8. Al situar las moléculas en el gel y ser sometidas a una diferencia de
potencial eléctrico, éstas se desplazaran hacia el catodo, si estan cargadas positivamente, o
hacia el dnodo, si estan cargadas negativamente. En el caso de los acidos nucleicos, la
direccion de migracion es del electrodo negativo al positivo, debido a que a pH superiores a 5
poseen carga negativa. La velocidad de migracién es inversamente proporcional al tamafio de

los fragmentos de ADN de doble hélice.

En el caso de los geles de agarosa, se le anade ademds bromuro de etidio, una sustancia
que se intercala entre las bases del ADN y es fluorescente cuando se ilumina con luz
ultravioleta (UV). Tras la electroforesis, se visualiza el gel con un transiluminador de luz UV, y
se observan las bandas correspondientes a las muestras de ADN aplicado asi como los

marcadores de peso molecular.

Los productos obtenidos en la PCR realizada para el genotipado, fueron sometidos a
electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v), los cuales fueron preparados disolviendo agarosa

en tampodn de electroforesis TAE a una temperatura aproximada de 60-70 2C.
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Reactivo Concentracion (mM) (g/L)
Trizma Base 40 4,85
EDTA 20 5,84

Acido acético
. 57,2 mL
glacial

Tabla 5. Tampén TAE

Posteriormente, y con la solucion adn caliente, se afiadié bromuro de etidio (10 mg/ml)

hasta una concentracion final de 0.5 pg/ml.

Tras la migracion, se observo el gel bajo una ldmpara UV, y se extrajeron fragmentos de
aproximadamente 1 cm® que contenian el producto de PCR. Finalmente se purificé el producto
de PCR del gel utilizando el PCR NucleoSpin® Extract Il Kit, y el ADN amplificado y purificado
fue secuenciado por el servicio STAB-SAIUex (Universidad de Extremadura) para confirmar la

correcta amplificacién de la region deseada de ADN gendmico.

3.5. PREPARACION DE LA SUSPENSION DE PLAQUETAS

La sangre obtenida se mezclé con ACD en las mismas proporciones que las utilizadas
para el procesamiento de sangre humana. Se separd el PRP mediante centrifugacién a 300 xg,
y se suplementd con &acido acetil salicilico (100 uM) y apirasa (40 pg/mL). Tras una ultima
centrifugacion a 600 xg durante 5 minutos se obtuvo un pellet de plaguetas sedimentadas que

fueron resuspendidas en una soluciéon tampén de Tyrode, suplementado con apirasa (40

ug/mL).

Reactivo Concentracion (mM) (g/L)

HEPES 5 1,19

Cloruro sddico 137 8,01
Cloruro potasico 2,7 0,201
Carbonato sédico 12 1,008
Fosfato sédico 0,43 0,052
Cloruro magnésico 1 0,095

Glucosa 0,35% 3,5

BSA 0,1% 1

Tabla 6. Tampdn de Tyrode (pH = 7,13)
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4. Cultivo celular

4.1. TIPOS CELULARES
4.1.1. MEG

Las células MEG-01 fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC) y se
cultivaron en suspensién en condiciones de humedad saturada con una presion parcial de CO,
del 5% a 37 2C en el medio de cultivo "Roswell Park Memorial Institute" (RPMI 1640),
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina. En el momento de los experimentos, las células se resuspendieron en medio

HBS.

Maduracion celular o diferenciacion megacariocitica

El proceso de la diferenciacdn megacariocitica se asocia a cambios fenotipicos y
morfoldgicos como la adquisicion de marcadores especificos de megacariocitos como CD41,
CD61 y CD10 (Herrera et al. 1998). Estudios recientes sugieren el papel de la ruta MEK/MAPK
en la modulacidn de la diferenciacién megacariocitica a través de la activacién de la proteina
cinasa C (PKC) (Racke et al. 1997; Choi et al. 2007), un proceso comparado con el mecanismo
fisioldgico que ocurre en la médula en respuesta a una variedad de estimulos. Por este motivo,
es posible inducir experimentalmente la maduracién celular de los megacarioblastos con
ésteres de forbol. En este estudio, se utilizé el forbo 12-miristato 13-acetato (PMA) a una
concentracion de 10 nM para inducir la maduracién de las células MEG-01 durante un tiempo
maximo de 4 dias, periodo durante el cual las células eran incubadas con esta sustancia diluida
en el medio de cultivo. Como control positivo de maduracidn se utilizé el nivel de expresidn en
superficie de Raplb, una proteina perteneciente a la superfamilia de las Ras GTPasas que
incrementa su expresion durante la diferenciacién megacariocitica y es ampliamente aceptada

como marcador positivo de este proceso (Nagata et al. 1997a; Balduini et al. 2004).

4.1.2. DAMI

La linea celular megacariobldstica DAMI fue adquirida de la ATCC y cultivada bajo las
mismas condiciones que las células MEG-01. En el momento de los experimentos, las células se

resuspendieron en medio HBS.
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4.1.3. NG115-401L

Estas células fueron cultivadas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)

bajo las mismas condiciones que en los casos anteriores.

4.1.4. SH-SY5Y

Estas células fueron utilizadas como control de la linea celular anterior, puesto que se
trata de una linea de neuroblastoma humano, que si expresa de forma enddgena la proteina

STIM1. Se cultivan bajo las mismas condiciones que las NG115-401L.

4.2. TRANSFECCION CELULAR

La transfeccién consiste en la introduccién de material genético externo en las células
eucariotas mediante plasmidos, vectores viricos u otras herramientas para la transferencia. En
los estudios realizados, se realizd mediante un método por el cual el material genético que se
desea introducir en la célula se mezcla con un polimero catidnico formando unos complejos
estables y compactos, cargados positivamente, que protegen al ADN plasmidico de la
degradacién y ademas facilitan su liberacién en el interior de la célula. Para ello se uso el
Turbofect Transfetion Reagent®, que muestra una alta eficiencia de transfeccion y una
toxicidad celular muy baja. En este caso se deseaba sobreexpresar la proteina STIM1 para asi
poder comprobar su efecto en los mecanismos estudiados. El pladsmido utilizado para la
realizacién de estos experimentos fue amablemente suministrado por el Dr. Pingyong Xu y su
construccion se hizo introduciendo la secuencia de una proteina fluorescente sensible a pH
inmediatamente después de la regién codificante de STIM1. La proteina resultante de la
transfeccion con este plasmido presenta la misma distribucidn espacial que la proteina
enddgena y su coexpresion con Orail reconstituyd la corriente de entrada de calcio

capacitativa, demostrando asi que era equivalente funcionalmente a la proteina nativa.

La transfeccidon de células NG115-401L se realizd cuando las células alcanzaron una
confluencia del 80% aproximadamente, en una razéon masa ADN (ug)/ volumen agente de
transfeccion (ul) de 1:2. Tanto el agente de transfeccion como el ADN plasmidico fueron
diluidos en medio DMEM libre de suero e incubados durante 20 minutos a temperatura
ambiente. La mezcla se anadié a la placa de cultivo y los experimentos fueron realizados 48

horas después.
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5. Determinacién de la [Ca®"]. . Fluorimetria.

5.1. Fura-2/AM

La sonda fura-2 acetoximetiléster (FURA-2/AM) es un fluoréforo de calcio permeable a
la membrana plasmatica al presentar en su estructura un grupo acetoximetiléster (AM), que
una vez se introduce en el interior celular, es cortado por esterasas citosélicas que liberan el
fura-2 del grupo AM impidiendo que atraviese de nuevo la membrana plasmatica asi como las
membranas de los organulos intracelulares. Este fluordoforo presenta una constante de
disociacién (Kq) para el Ca®* de 120-250 nM, en funcién de la temperatura, lo cual permite
detectar pequefias variaciones de Ca’* muy pequefias hasta el rango nanomolar (Grynkiewicz

et al. 1985).

Presenta dos longitudes de onda de excitacidn, una a 340 nm y otra a 380 nm, y una
longitud de onda de emisién a 505 nm, de modo que cuando el idn calcio se une al fluoréforo
se produce un incremento de la fluorescencia emitida a 505 nm al excitar a la longitud de onda
de 340 nm, mientras que por el contrario al excitar con una longitud de onda de 380 nm la
fluorescencia emitida disminuye. Esta caracteristica permite utilizar esta sonda como
ratiométrica, ya que permite observar los maximos y minimos de emisiéon a 505 nm y obtener
una ratio de estos valores. La ratio de fluorescencia emitida (340/380) es proporcional a las
variaciones en [Ca®*'],, de forma gue se evitan errores derivados de una distribucién no
homogénea en el citosol celular, carga deficiente del marcador u otros posibles artefactos

originados durante la manipulacion experimental (Paredes et al. 2008).

Otra ventaja importante de este fluoréforo es que su punto isosbéstico (punto de
isofluorescencia) es a 360 nm, permitiendo monitorizar los cambios en la fluorescencia no
dependiente de Ca**, o apreciar el apagamiento de la fluorescencia cuando la molécula se une

a algunos metales pesados como el Mn** (Sage et al. 1989).

5.2. CARGA DEL INDICADOR

En el caso de los estudios realizados en plaquetas de ratén, las plaguetas resuspendidas
en tampdn Tyrode fueron incubadas en presencia de fura-2/AM a una concentracion de 2 pM
durante 45 minutos a una temperatura de 37 2C y en oscuridad. Una vez terminada la
incubacién, se centrifugd la suspensién celular a 600 xg y se resuspendieron finalmente en

tampdn Tyrode para realizar los experimentos.
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La carga del indicador en células MEG-01 se realizd en el propio medio de cultivo
incubando las células durante 30 minutos con fura-2/AM 2 uM a temperatura ambiente.
Finalizada la incubacién, se tomaron las células necesarias para la medicién y se pusieron sobre
los portas cubreobjetos previamente recubiertos con polilisina, de modo que no fue necesario

centrifugar las células para retirar la sonda no unida.

Por dltimo, las células adherentes NG115-401L, se sembraron el dia previo al
experimento en placas con los cubres portaobjetos en los que se realizaria la medida de Ca** el
dia del experimento. De esta forma, la incubacién con fura-2/AM 2 uM se realiz6 en el propio

medio de cultivo de las células durante 30 minutos a temperatura ambiente.

5.3. DETERMINACION DE LA [Ca**]. MEDIANTE METODOS FLUORIMETRICOS

En los experimentos realizados con células MEG-01 y con células NG115-401L, los
movimientos de Ca®* se registraron usando un microscopio invertido de fluorescencia (Nikon
Diaphot T200, Melville, NY, EEUU) asociado a un sistema de adquisicion y andlisis de imagenes
para videomciroscopia (Hamamatsu Photonics®, Hamamatsu, Japdn). El experimento se llevé a
cabo bajo una perfusién continua con HBS. Las células se excitaron alternativamente a 340 y
380 nm con una ldmpara asociada a un monocromador (Polychrome 1V, Photonics,
Hamamatsu ®, Japon) y la fluorescencia emitida se registré a 505 nm con una camara digital
asociada al microscopio (Hisca CCD C-6790, Hamamatsu, Japdn). Los valores se registraron y

procesaron usando el software Aquacosmos 2.5 (Photonics, Hamamatsu®, Japdn).

Para tratar las células se utilizé un sistema mediante el cual el estimulo diluido en HBS a
la concentracién deseada era perfundido directamente a la cubeta, donde ademas un sistema
de aspiracién de vacio eliminaba las soluciones sobrantes. Los variaciones en la [Ca*]. se
monitorizaron y se expresaron como ratio de las fluorescencias emitidas a 505 nm por el fura-2

tras ser excitado a 340 y 380 nm.

Los estudios de movilizacién de calcio en plaquetas de ratdn se registraron usando un
espectrofluorimetro RF-6301PC (Shimazdu Corporation®, Kyoto, Japon) a partir de alicuotas de
600 pl de suspension celular depositadas en cubetas de cuarzo. El sistema esta provisto de un
sistema de microagitacion y termostatizacion que permite mantener las células en suspension

y atemperadas a 37 eC.

En este caso, todos los agentes utilizados durante los experimentos fueron afiadidos

directamente en la cubeta del espectrofluorimetro. Del mismo modo que en las medidas
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realizadas con el microscopio invertido, las variaciones en la [Caz"]c se monitorizaron vy
expresaron como ratio de las fluorescencias emitidas a 505 nm por la sonda tras ser excitada a
340 y 380 nm. La traduccidn de ratios de fluorescencia a [Ca®']. y el posterior calibrado se
realizaron mediante el método desarrollado por Grynkiewicz (Grynkiewicz et al. 1985),

aplicando para ello la férmula siguiente:

CZ+ =K - %=
[a ]C d*Rmax_R*Sb

Kd = Constante de disociacion del fura-2 y el Ca**(214 nM a 37 ©C).

R = Ratio de la muestra (340/380).

Rumin =Ratio minimo cuando la concentracién de Ca** es igual a 0.

Rmax = Ratio maximo en condiciones de saturacidn, por calcio, del indicador.

S; =S free (emisidn del fura-2 al ser excitado a 380 nm).

S, = S bound (emisién del fura-2 unido a Ca** al ser excitado a 380 nm).

Para obtener estos parametros, cada experimento realizado en el espectrofluorimetro
se calibré al final. Esta calibracién consiste en saturar de Ca®* el fura-2 de la muestra afiadiendo
a la cubeta una concentracion final de 10 mM. Por su parte, el Sb y el Rmax se obtuvieron al
lisar las células afiadiendo una solucion de Triton X-100 (0,05%), de forma que todo el fura-2
presente en el interior celular se pone en contacto con el Ca®*. El Sf y el Rmin se obtuvieron
afiadiendo una solucién con una concentracion elevada de EGTA (500 mM) y de Trizma Base

(3M) consiguiendo con ello que el Ca®* se separara del fluoréforo.

5.4. DETERMINACION DE LA LIBERACION Y ENTRADA DE Ca*

La liberacién de Ca** inducida por TG, ionomicina, OAG, trombina o hyperforina 9 (Hyp9)
se estimd calculando el adrea bajo la curva del incremento de la [Ca*"]. durante los 150
segundos posteriores a la adicién del compuesto, en un medio libre de Ca**, corregidas con la
resta de la concentracién basal de Ca®* previa a la adicidn del estimulo en ausencia de Ca**
extracelular, usando el quelante de Ca’* EGTA. (Rosado et al. 2000a). Del mismo modo, la
entrada de Ca’" que se induce tras la adicion de CaCl, a la suspension celular se determiné
calculando el area bajo la curva del incremento de la [Ca*]. durante los 150 segundos
posteriores a la adicién de CaCl,, siendo corregida con la resta de la concentracién de Ca**

previa a su adicién.

74



Metodologia

6. Determinacion de la entrada de manganeso

Esta técnica se utilizé como estrategia metodoldgica para monitorizar la entrada de

. . , 2+
cationes divalentes en plaquetas de ratén, puesto que la entrada de Mn“" se produce por
mecanismos similares a la de Ca®!, y produce como consecuencia el apagamiento de la

fluorescencia del fura-2 al combinarse con él.

La carga con la sonda fura-2/AM y preparacidon de las suspensiones celulares se realizd
del mismo modo que para la medida de la concentracién de Ca*', pero en este caso el flujo de
Mn?* fue medido cuando la muestra era excitada a una longitud isoemisiva de 360 nm. La
entrada de Mn”*" se estimd como la pendiente de extincién de la fluorescencia al ser

representada en una escala arbitraria.

En este estudio, llevado a cabo en plaquetas de ratdn, para comparar la ratio de
disminucién de la fluorescencia del fura-2, las curvas se ajustaron a la ecuacién y = Ax + B,

donde A representa la pendiente y B es la fluorescencia del fura-2 al inicio del experimento.

7. Técnicas para el aislamiento y cuantificacion de proteinas

En los ensayos llevados a cabo con proteinas es imprescindible una adecuada
preparacion de la muestra. EIl método de extraccidn proteica dependera del tipo de muestra
de partida, de la localizacién subcelular de la proteina y de las condiciones que requiera el
anticuerpo para reconocer el epitopo proteico. En los estudios realizados en la presente tesis
doctoral la extraccién proteica se ha realizado en la mayoria de los casos mediante el uso de
soluciones tampdn que contienen detergentes. La estructura quimica de estos detergentes
permite romper las membranas celulares y solubilizar las proteinas, haciendo innecesaria la

aplicacién de métodos mecanicos.

7.1.INMUNOPRECIPITACION

La inmunoprecipitacion es una técnica que permite aislar una proteina determinada de
un lisado celular, utilizando para ello un anticuerpo que se une de forma especifica a la

proteina diana.

Las células resuspedidas en el tampdn salino correspondiente (HBS o Tyrode con apirasa
en el caso de las plaguetas), se repartieron en viales Eppendorf, con un volumen de 500 pL y

una concentracion de 1*10 células/mL en el caso de las células MEGO, 2*10° células/mL en el
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caso de las células NG115-401L y 2*10° células/mL en el caso de las plaquetas de ratdn.
Seguidamente, las células fueron tratadas a 37 2C con los agonistas correspondientes, y una
vez finalizada la estimulacién, se lisaron con un tampén de lisis. En el caso de las células
MEGO01 y NG115-401L se utilizé el tampdn de lisis NP-40 (TABLA 7), y en el caso de las
plaguetas de ratdn se utilizé el tampdn RIPA, en ambos casos a una concentracién 2x para
obtener en la mezcla final con la suspensién celular una concentracién 1x. Ademas, dichas
soluciones fueron suplementadas con inhibidores de proteasas y ortovanadato sédico (2 mM).
A continuacién se mantuvieron en hielo durante un periodo minimo de diez minutos para
evitar protedlisis, desfosforilacion y desnaturalizacion proteica (procesos que comienzan

después del lisado, y que pueden ser minimizados manteniendo las muestras a 4 2C).

Reactivo Concentracion (mM) (g/L)
Tris-HCl 40 6,3
NaCl 274 16,02
EDTA 4 1,16
Nonidet P-40 1% 200 mL
Glicerol 20% 20 mL
Tabla 7. Buffer de lisis NP-40 (2x) (pH = 8)
Reactivo Concentracion (mM) ‘ (g/L)
Trizma Base 20 2,43
NacCl 316 18,5
EGTA 2 0,76
SDS 0,2% 2
Deoxicolato sodico 2% 20
Triton X-100 2% 20 mL

Tabla 8. Buffer de lisis RIPA (2x) (pH = 7,2)

Una vez finalizada la incubacién en hielo, las muestras se centrifugaron a 16000 xg
durante al menos 15 minutos, para eliminar restos celulares que quedaran sedimentados. El
sobrenadante obtenido se incubd durante toda la noche en agitaciéon constante, con 1 6 2 ug
del anticuerpo especifico frente a la proteina diana, y unas pequeinas bolas de agarosa
recubiertas por proteina A (proteina de la superficie de Staphylococcus aureus con gran
afinidad por el fragmento cristalizable (Fc) o cadena pesada de las inmunoglobulinas).
Terminada la incubaciodn, las bolas son sedimentadas por centrifugacion, y tras varios lavados
con un tampodn salino fosfato (PBS), los complejos antigeno-anticuerpo se resuspenden en
Laemmli Buffer (LB), enriquecido con ditiotreitol (DTT) al 5%, para su analisis posterior por

Western Blot.
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7.2. BIOTINILACION DE PROTEINAS DE LA SUPERFICIE CELULAR

Los ensayos de biotinilacion de proteinas de membrana permiten detectar y cuantificar
una determinada proteina en la membrana plasmatica, basandose en el marcaje en superficie
de proteinas de membrana en células no permeabilizadas con sulfo-NHS-LC-biotina y en la alta
afinidad y especificidad de la unién biotina-avidina, la interaccion biolégica mas fuerte que se

conoce entre un ligando y una proteina (Kq = 1,3*10> M a pH = 5) (Green 1963).

En el caso de las células NG115-401L, una vez aisladas con el procedimiento habitual,
fueron alicuotadas y estimuladas con los diferentes tratamientos. Se finalizé la reaccién al
tiempo requerido con un tampodn rico en fosfato a 4 2C. Las células se recogieron por
centrifugacion a 900 xg durante 13 minutos a 4 2C. Seguidamente se marcaron las proteinas
de la superficie celular resuspendiendolas en EZ-Link ™ Sulfo-NHS-LC-Biotin (2,5 mg/3 mL de SB
a 4 °C) e incubandolas durante una hora a 4 2C con agitacién constante. La reaccion de
biotinilacidn se finalizd con 100 uL de Tris 1M y el agente biotinilizante sobrante se retird
lavando las células dos veces con tampdn de Sorensen (SB) a 4 2C. Las células marcadas se
resuspendieron en PBS y se lisaron con NP40. Las proteinas marcadas se recogieron rotando el
lisado durante toda la noche con bolas recubiertas de estreptavidina y tras aislarlas mediante

centrifugacion, se resuspendieron en LB para analizaras posteriormente mediante Western

Blot..
Reactivo Concentracion (mM) (g/L)
Na,HPO, 16 2,84
NaH,PO, 114 17,78

Tabla 9. Tampén rico en fosfato (pH = 8.0)

Sin embargo, las plaquetas de ratén fueron biotiniladas utilizando un protocolo que
conseguia una mayor eficiencia en el aislamiento de las proteinas de membrana. En este caso,
tras aislar las plaquetas con el procedimiento habitual, se lavaron con PBS y seguidamente se
resuspendieron en 1 mL de tampdn de biotinilacidn suplementado con 100 pg/mL de sulfo-
NHS-LC-biotina, donde fueron incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos en
agitacion. Una vez finalizado el marcaje, la reaccion fue finalizada con 100 pL de NH,Cly 100 uL
de PBS suplementado con EDTA 50 uM, y se lavaron de nuevo las células con PBS/EDTA. Las
plaguetas biotiniladas se lisaron con RIPA, y los lisados obtenidos fueron incubados durante
toda la noche con las bolas recubiertas de estreptavidina. Finalmente se lavaron y se

resuspendieron en LB para ser analizadas mediante Western Blot.
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Reactivo Concentracion (mM) (g/L)
NaHCO; 50 mM 4,2
NacCl 0.9% 9
H,0 miliQ 1L

Tabla 10. Tampodn de biotinilacién.

7.3. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR Y AISLAMIENTO DE PROTEINAS DEL RETiCULO
ENDOPLASMATICO
El fraccionamiento subcelular es un conjunto de métodos que tienen como objetio
obtener fracciones puras o enriquecidas en un determinado componente celular, ya sea éste
un organulo (RE, mitocondrias, nucleos...), una fraccion de membrana (membrana total,
plasmatica...), complejos multiproteicos (citoesqueleto de actina, microtubulos, poros
nucleares...), etc. Existen diversos métodos descritos para el fraccionamiento subcelular
principalmente basados en la ruptura mecanica de la célula. Sin embargo, debido al pequeino
tamanio de las plaquetas de ratén, en este estudio hemos utilizado un kit comercial de Sigma-
Aldrich® que combina los métodos mecdnicos con el uso de diferentes soluciones quimicas de

osmolaridad variable.

Siguiendo el protocolo establecido por el fabricante, para la lisis celular se sometié a las
células a la accién de una solucién hipotdnica que provoca un aumento en la turgencia y
tamafio celular, lo cual facilita la ruptura posterior con un homogeneizador Dounce, cuyo
fundamento esta basado en un tubo de vidrio asociado a un piston ajustado que rompe las
células por accién de corte. Este método es ampliamente utilizado en protocolos de
enriquecimiento de proteinas mitocondriales, reticulares o nucleares. Una vez obtenida la
suspension proteica, ésta es sometida a sucesivas centrifugaciones tras las cuales se obtiene
en primer lugar una fraccidon postnuclear (en la que ya se han eliminado los nucleos y restos
celulares), posteriormente una fraccion postmitocondrial (en la que se eliminan las
mitocondrias), y se obtiene como resultado un pellet que constituye la fraccién microsomal,

donde se encuentran las proteinas de interés.

El pellet obtenido resuspendido en una solucién isotdnica proporcionada en el kit, es
sometido a un proceso de purificacidon y separacion mediante ultracentrifugacién del RE liso,
rugoso o ambos, de los microsomas. Para ello se utiliza un gradiente de densidad generado por
uno de los componentes del kit (Optiprep) que contiene una alta concentracién de iodixanol,
un medio yodado de baja osmolaridad que aporta una alta densidad a la muestra, permitiendo

generar un gradiente de densidades. La fraccion microsomal es diluida con Optiprep 60% (p/v)
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hasta obtener una suspension al 20% (p/v), y es depositada en el tubo de ultracentrifugacién
sobre una capa de Optiprep al 30 %, y bajo otra de Optiprep al 15%. Tras una
ultracentrifugaciéon a 150000 xg durante 3 horas a una temperatura de 4 °C y tras retirar
cuidadosamente el tubo del rotor, se toma el sobrenadante en diferentes fracciones de
volumen similar. Las fracciones enriquecidas en RE corresponden a aquellas que han quedado
en la zona mas baja del tubo de ultracentrifugacién, es decir, aquella que se corresponde con

la parte de la muestra con mayor densidad.

7.4. CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

El contenido en proteina total se determina empleando el método de Bradford
(Bradford 1976). Consiste en una técnica colorimétrica basada en la existencia de dos formas
diferentes del Coomasie Brilliant Blue G-250 ( una roja y otra azul), que en contacto con las
proteinas pasa de color rojo a azul, pudiendo ser detectado este cambio mediante el empleo

de un espectrofotémetro.

El reactivo de Bradford comercial (Bio-Rad, Madrid, Espafia) estd compuesto por una
solucion de acido ortofosférico diluido en etanol que debe ser diluido en agua en proporcion

1:5.

En una microplaca se mezclé un volumen de 10 pL de la muestra (previamente diluida
1:10 en agua bidestilada) con 190 plL del reactivo de Bradford. Una vez agitadas para conseguir
una mezcla homogénea, se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad, transcurridos los cuales se realizd la lectura de la absorbancia de la muestra en un
lector de microplacas Infinite M200 (Tecan, Mannedorf, Suiza). Los datos de absorbancia
obtenidos, se extrapolaron a una recta patrdn trazada a partir de una curva estandar realizada
con concentraciones conocidas de BSA en agua bidestilada. Los resultados se expresaron en

mg/mL.

7.5. WESTERN BLOT

El Western blot es una técnica analitica usada para la deteccidn de proteinas especificas
en una muestra determinada. Este método, descrito por primera vez por Towbin y
colaboradores (Towbin et al. 1979), permite la deteccion de una sola proteina dentro de una
muestra bioldgica. La especificidad de la técnica se logra mediante la utilizacién de un
anticuerpo que reconoce y se une a un epitopo Unico de la proteina de interés. Fue

desarrollada utilizando la base tecnolégica del Southern para la deteccién de ADN. El principio
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del Western blot se fundamenta en el hecho de que una proteina sometida a un campo
eléctrico se movera en funcién de la carga eléctrica neta de la misma (Z), la fuerza del campo
eléctrico al que se ve sometida (E) y la resistencia de friccion (F, que depende del tamafio y
forma de la proteina). En base a esto, la velocidad de migracién de las proteinas esta

relacionada con estas variables segun la siguiente férmula:

_(E xZ)

V= —F
El punto isoeléctrico de una proteina es aquel en el que la carga neta de la misma es
cero. Si esto sucede, el campo eléctrico aplicado no la afectaria y en consecuencia la proteina
no se mueve. Por ello, es importante tener en cuenta el pH del tampdn donde se encuentran
las proteinas. Para evitar este efecto, se utilizd el método descrito por Laemmli (Laemmli
1970), en el que las muestras se desnaturalizan por calor en presencia de agentes
desnaturalizantes, como el B-mercaptoetanol o el DTT, que destruyen los puentes disulfuro; o
dodecilsulfato sédico (SDS), que desnaturaliza las proteinas, haciéndoles perder su
conformacion ternaria y pasando a la conformacién primaria, lineal, y recubre a la proteina
con cargas negativas, permitiendo que las proteinas se muevan sélo en funcién de su tamafio,
es decir, la tasa de migracién viene determinada por su peso molecular. Adema3s, el LB por su
caracter reductor, también facilita la separacién de los anticuerpos de las bolas de agarosa

después de realizar una inmunoprecipitacion.

No obstante, para asegurar la completa desnaturalizacién de las proteinas, las muestras
fueron calentadas a 70 2C durante 10 minutos en un termobloque. Finalmente, se

centrifugaron durante un minuto a 10000 xg.

7.5.1. ELECTROFORESIS

Una vez obtenidas las muestras, se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida conteniendo SDS (SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes. Bajo estas
condiciones desnaturalizantes y de reduccién, las proteinas cargadas negativamente, al ser
sometidas a un campo eléctrico, migraran al electrodo positivo, haciéndolo de forma mas

rapida aquellas con peso molecular mas pequefio.

Los geles fueron elaborados en el propio laboratorio utilizando diferentes
concentraciones de acrilamida en funcidon del peso molecular de la proteina que se deseaba

estudiar. En base al porcentaje de acrilamida utilizado se obtendra un tamafio de poro u otro,
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obteniéndose poros mas pequefios, a mayores porcentajes del polimero. En todos los casos, se

utilizaron dos tipos de geles que pertenecen al sistema de Tampdn discontinuo:

- Gel de carga: asegura la migracion de todas las proteinas en el frente de migracion, ya
qgue favorece el empaquetamiento de todas las proteinas que han sido cargadas en el pocillo.
Su concentracién de acrilamida y bisacrilamida es pequefia (4%) y su pH es ligeramente mds

acido que el del gel separador.

- Gel separador: este gel constituye el soporte donde las proteinas van a migrar y a
separarse. Esta formado por una mezcla de acrilamida y bisacrilamida, cuya concentracion
determinara el tamafo del poro, de modo que a mayor concentracién de polimero, se
obtendrd un tamafio de poro mds pequefo, favoreciendo una mayor separacién de las
proteinas con bajo peso molecular. Por el contrario, los geles preparados con una menor
concentracién de polimero producirdn poros de mayor tamano, que al favorecer el paso de

proteinas mayores, permitirdn una separacién mas amplia de las mismas. En este estudio se

utilizaron diferentes tipos de geles, cuyos porcentajes variaron entre el 8 y el 12 %.

REACTIVOS 10 mL(8%) 10mL(10%) 10mL(12%) 10 mL (4%)
Acrilamida/bisacrilamida (39:1) (mL) 2,7 3,04 4,2 1,32
Tris 1,5 M (pH = 8,8) (mL) 2,5 2,5 2,5
Tris 0,5 M (pH = 6,8) (mL) 2,5
SDS (10%) (mL) 0,1 0,1 0,1 0,1
Persulfato de amonio (AMPS) (mg) 5 5 5 10
TEMED (pL) 10 10 10 10
H,0 miliQ (mL) 4,7 4 3,2 6,07

Tabla 11. Soluciones de preparacion de geles de acrilamida.

Una vez cargadas las muestras de proteinas en los pocillos del gel , fueron sometidas a
electroforesis mediante la aplicacién de un campo eléctrico de 30 mA durante dos horas para
su separacion. Durante este proceso, el gel se encontraba embebido en un tampdn de

electroforesis que permite que la corriente eléctrica recorra de forma homogénea todo el gel.

Reactivos Concentracion (mM) (g/L)
Trizma Base 124 mM 15
Glicina 1,26 M 77
SDS 0,5% 5

Tabla 12. Tampdn de electroforesis.

81



Metodologia

7.5.2. ELECTROTRANSFERENCIA

Con el fin de que las proteinas fueran accesibles a la deteccién por anticuerpos, estas se
transfirieron desde el gel a una membrana adsorbente de nitrocelulosa, la cual supone un
soporte sélido mas estable que une proteinas y las inmoviliza, permitiendo asi que la
hibridacion de un anticuerpo las pueda detectar. Para ello se utiliz6 un sistema de
transferencia semiseca, basado en la aplicacién de un campo eléctrico (0,8 mA/cm?), que
favorece la movilidad de las proteinas hacia la membrana de nitrocelulosa, la cual tiene un
tamafo de poro de 0,2 um (GE Healthcare). El paso de la corriente se produjo a través del

tampdn de transferencia.

Reactivos Concentracion (mM) (g/L)
Trizma Base 25 mM 3,03
Glicina 150 mM 8,5
Metanol 20% 200 mL
pH=8.3

Tabla 13. Tampdn de transferencia (pH = 8,3).
7.5.3. BLOQUEO

Seguido a la transferencia es necesario neutralizar los sitios de unidn no especificos que
han quedado libres en la membrana. En este estudio se realizé mediante la incubacién de la
misma con una solucidn saturada con BSA (10%) o leche desnatada en polvo (5%) durante una

hora a temperatura ambiente y con agitacién moderada.

Reactivos Concentracion (g/L)
TBST 1L
BSA 10 % 100
Acida sodica 0,02 % 0,2

Tabla 14. Tampén de bloqueo.
7.5.4. INCUBACION CON ANTICUERPOS

Después del bloqueo, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios
especificos, que en general estdn disefiados para reconocer una secuencia aminoacidica
pequeia o epitopo de la proteina, que queda accesible tras la electroforesis desnaturalizante y
reductora. En todos los casos, los anticuerpos fueron diluidos en tampoén de bloqueo a la
concentracién optima para cada uno de ellos. Los periodos de incubacién variaron en funcion
de la especificidad del anticuerpo utilizado, oscilando desde 1 hora a temperatura ambiente

hasta toda la noche a 4 2C con agitacién suave constante.
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Una vez terminada la incubacidn con el anticuerpo primario, y tras ser retirado, las
membranas se lavaron para eliminar los restos de anticuerpo no unido con una solucidn salina

de trizma con detergente (TBST), 6 veces durante 5 minutos cada vez.

Reactivos Concentraciéon (mM) (g/L)
Trizma Base 20 2,42
Nacl 137 8
Tween 20 0,1% 1mL
pH=7,6

Tabla 15. Tampdn de lavado (pH = 7,6).

Finalizado el proceso de lavado, las membranas se incubaron con un anticuerpo
secundario, normalmente una inmunoglobulina G (IgG) especifica del tipo de animal en el que
se ha sintetizado el anticuerpo primario; es decir, si el anticuerpo primario utilizado se ha
obtenido en conejo, la IgG que se debe utilizar debe ser especifica de concejo, de modo que asi
reconocera la fraccidon constante del anticuerpo primario y se unira a ella. El tiempo de
incubacién de los anticuerpos secundarios fue de una hora a temperatura ambiente, a
concentraciones variables entre 1:5000 y 1:20000 dependiendo de las condiciones

experimentales.

Tras la incubacién con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron para retirar

el exceso de anticuerpo no unido, siguiendo el protocolo descrito anteriormente.

7.5.5. REVELADO

La fase final del proceso, implica el revelado de las membranas. Este método esta
basado en la deteccién de la quimioluminiscencia producida por el anticuerpo secundario, que
estd conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP). Al hacer reaccionar el enzima con el
sustrato correspondiente sustrato se produce luz, y en este estudio, esta fue detectada en
ocasiones mediante la exposicién de la membrana a una pelicula de rayos X y en otras

utilizando un escéner digital Li-Cor C-digit ©.

Las imagenes obtenidas tras el revelado fueron analizadas con el software informatico
Image J (NIH, Bethesda, EEUU), un programa que permite medir la intensidad de las bandas

mediante densitometria.
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8. Determinacion de la agregacion plaquetaria.

La funcionalidad plaquetaria fue analizada mediante estudios de agregometria por

transmision de luz, una técnica desarrollada en 1962 por Born (Born 1962).

Para la realizacidn de estos experimentos, el aislamiento de las plaquetas se realizd por
el procedimiento habitual, con la excepcién de que en este caso no se afiadid acido
acetilsalicilico, (ya que ésta sustancia puede interferir notablemente en la funcién plaquetaria)
y fueron ajustadas a una concentracion de 1*10® células/mL. Ademds, después de la
resuspension de las plaguetas, éstas fueron mantenidas en reposo durante un periodo de 15
minutos, debido a que las plaquetas después de la centrifugacion pueden quedar
hiperreactivas debido a una posible liberacién de ADP durante el proceso de centrifugado
(Cattaneo 2009). En un tubo de vidrio que contiene la suspension celular en microagitacion a
37 °C, se anadieron los agonistas bajo las condiciones experimentales establecidas. La
agregacion es medida con el principio turbidimétrico de Born que se basa en la diferencia en la
transmision de la luz en la suspensidn celular compardndolo con una solucion control que en el
caso de este estudio, es el medio en el que se encontraban resuspendidas las células, el
tampdén Tyrode. Para ello se utilizd un agregédmetro Chronolog (Havertown, PA, EEUU)
asociado a un procesador computerizado que elabora un registro grafico a partir de los datos
de la transmitancia éptica detectada. El registro grafico resulta de representar el grado de
transmision de la luz a través de la suspension celular (en el eje de ordenadas) en funcién del
tiempo (en el eje de abcisas). En un experimento estandar, después de la adicion del
tratamiento, se observd una onda negativa, equivalente a una disminucion en la transmitancia
debido al cambio de forma de las plaquetas activadas, y seguidamente un trazo positivo que

dependiendo del agonista y condiciones empleadas puede variar en la pendiente y en la forma.

9. Microscopia confocal (o Técnica de inmunofluorescencia)

La técnica de inmunofluorescencia consiste en la deteccion de ciertas moléculas
fluorescentes en la célula, lo cual permitira conocer su distribuciéon en ella. Normalmente se
realiza mediante el uso de anticuerpos que se unen de forma especifica a su antigeno. Sin
embargo, en este estudio se utilizé una técnica alternativa, basada en aprovechar la sintesis de
proteinas recombinantes que contienen dominios fluorescentes, en este caso la proteina verde

fluorescente (GFP).
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En este estudio se utilizé para determinar la localizacién subcelular de la proteina STIM1,
cuya expresion fue inducida previamente mediante transfeccidon con el plasmido pHluorin-
STIM1. Dicho plasmido indujo la expresion de la proteina STIM1 asociada a una proteina GFP
sensible a cambios en el pH, que fue utilizada como fluoréforo para ver la distribucién de la
proteina estudiada. Ademas, las células fueron marcadas con la sonda DAPI (4' ,6-diamino-2-
fenililndol), un marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en
adenina y timina, permitiendo por tanto tefiir especificamente los nucleos celulares. A pesar
de ser util para microscopia de fluorescencia porque atraviesa las membranas celulares, se
utilizé a concentraciones muy elevadas puesto que la penetracién, y consecuente

fluorescencia, en células vivas, es menor que en células fijadas.

Para ello, las células cultivadas y adheridas previamente a los cubreobjetos, fueron
incubadas durante 1 minuto con DAPI a temperatura ambiente usando una concentracion de 5
MM y observadas finalmente con un microscopio confocal (MRC 1024, Bio-Rad, Madrid,

Espafia)

10.Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos en estos estudios se expresan como media * el error estandar de la
media (ESM). Las curvas representativas de la movilidad de Ca® intracelular se presentan
como cambios en la concentracién de Ca?* libre intracelular expresados en nM, o como ratio

de fluorescencia (340/380), en funcidn de la técnica utilizada.

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos se utiliza el analisis de la varianza
o ANOVA de una via, combinado con el test the Tukey, cuando los grupos experimentales a

comparar son mas de dos, o el test t-Student para comparar sélo dos grupos.

Los resultados obtenidos se consideraron significativos cuando el nivel de significancia

(p) era menor de 0,05 (p < 0,05).
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TRPAT is a non-selective Ca®* permeable channel located in the plasma membrane that functions as a cellular
sensor detecting mechanical, chemical and thermal stimuli, being a component of neuronal, epithelial, blood
and smooth muscle tissues. TRPA1 has been shown to influence a broad range of physiological processes that in

volve Ca® * dependent signaling pathways. Here we report that TRPA1 is expressed in MEGC1 but not in platelets
al the protein level. MEGOT cells maturation induced by PMA results in attenuation of TRPA1 protein expression
and enhances thapsigargin-evoked Ca®  entry without altering the release of Ca® * from intracellular stores. In-
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TRPA1 hibition of TRPAT by HC-030031 resulrs in enhancement of both thrombin- and rhapsigargin-stimulared Ca® !
STIM1 entry. Co-immunoprecipitation experiments revealed that TRPA1 associates with STIM1, as well as Orail,

Orail TRPC1 and TRPCE. Downregulation of TRPA1 expression by MEG01 maturation, as well as pharmacological inhi

Ca** enlry bition of TRPA1 by HC 030031, results in enhancement of the association between STIM1 and Orail. Altogether,
MEGDT cell these findings provide evidence for a new and interesting function of TRPA1 in cellular function associated to the
IRP channel regulation of agonist-induced Ca? * entry by the modulation of STIM1/Orai1 interaction.

© 2013 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Transient receptor polential (TRP} ankyrin 1 {TRPA1} is a non-
selective Ca”* permeable channel that belongs to the TRP superfamily
[1]. Like other TRP channels, the architecture of TRPA1 includes six
transmembrane domains (TMD] with the presumed pore loop between
TMDS and TMD6E [2]. TRPAT is structurally differentiated by a large
number of ankyrin repeats, which vary among species (up to 18 repeats
in humans}, located in the intracellular N-terminal region of the protein
|3]. Ankyrin repeats are proposed as a key integration site for multiple
physiological signals that activates the channel [4]. Furthermoare, the
C-lerminal region of the channel comprises basic residues that conler
both chemical and voltage sensitivity to TRPA] channel |5].

Activation of TRPA1 by physical stimuli (i.e., cold temperature, ultra-
violet light) or endogenous (i.e., Ca®>™, reactive oxygen species, nitric
oxide) and exogenous (i.e., allyl isothiocyanates) ligands results in a
massive influx of Ca?* into the stimulated cells [6] which actives a
wide range of physiological events in different cell types [7-12]. Ca+
is considered the most important physiological activator of TRPA1 [6].
A recent model proposes that ankyrin repeat structure includes a

* Corresponding author at: Department of Physiology, University of Extremadura, Av.
Universidad s/n 10003-Caceres, Spain. Tel: +34 527257100, fax: +34 927257110.
E-mail address: jarosado@unex.es (J.A. Rosado).
! These authors contributed equally to this work

0167-4885/% - see front matter ©@ 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doiorg/10.1016/j.bbamcr.2013.08.014
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Ca’*-hinding EF-hand domain which changes the overall flexibility of
the channel structure and modulates the open probability by acting as
asoft spring [13]. Another novel study proposes thal the acidic cytoplas-
mic C-terminal tail is also involved in the potentiation and inactivation
of TRPA1 channel [6].

Store-operated Ca® " entry (SOCE), the most important mechanism
for Ca®* influx in non-excitable mammalian cells, is controlled by the
filling state of the intracellular Ca®* stores [14]. Different molecules
have been reported Lo be involved in SOCE. Stromal interaction mole-
cule 1 (STIM1) is a Ca®*-binding protein identified both in the plasma
membrane and in the membrane of intracellular Ca®™ stores, the endo-
plasmic reticulum (RE} and addic stores [15-17]. Depletion of these in-
tracellular Ca®* stores is detected by STIM1, which re-localizes at sites
of close proximity to the plasma membrane and the ER membrane
allowing its association with two types of Ca?™ influx SOC channels:
the Orai family and TRP canonical (TRPC} family channels [18,19].

SOCE has been reported to be modulated by different cell parame-
ters such as temperature [20] and redox status [21] and by intracellular
mechanisms like STIM1 phosphorylation [22] and adaptor proteins like
Homer family proteins [23]. Recent studies have demonstrated that pro-
teins implicated in the regulation of the intracellular Ca®>* homeostais
like the two-pore Ca®™ channel 2 (TPCZ) [24], the sarco/endoplasmic
reticulum Ca® "-ATPases (SERCA) pump family [25,26], and the TRPC3
[27,28] modulates SOCE in different type cells by the regulation of the
association of STIM1 with Orail.
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Fg 1. TRPAL expression in the human megakaryoblastic cell line MEGE1 cells, DAMI cells,
megakaryocytes and human platelets. MEGE L, DAMI, megakaryocytesand platelet protein
Iysates were immunoblotted, as described in Materials and methods section, to detect the
presence of TRPAT channel Membranes were probed with anti-actin antibody for protein
loading control. The results are representative of 3 independent experiments.

In the present study we have investigated the possible role of TRPA1
channels in the regulation of SOCE in the megakaryoblastic lineage. Our
results indicate that TRPA] expression decreases during PMA-induced
MEG-01 maturation and it is correlated with an increase of SOCE medi-
aled by an enhanced interaction of STIM1 and Orail, which suggests a
functional role for TRPA1 in the modulation of SOCE in these cells.
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Fig. 2. Enhanced Raplb expression during maturation of MEG-01 megakaryocytic cell
lines induced by PMA treatment. MEGO1 cells were cultured in the absence or presence
of 10 nMPMA for up 0 to4 daysand treated or not with 60 uMHC-030031. Protein lysates
were immunoblotted for detect the presence of Rap1t. The bottom panels show represen-
tatives images of Western blotting experiments. The mean value of the cells treated for day
0 was arbitrarily taken as 100%. The results are representative of 6 independent experi-
ments. *p < 0.05 compared with their control. *p < .05 compared with their control
(cells treated with HC-030031).
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2. Materials and methods
2.1. Materials

Fura-2 aceloxymethyl ester (fura-2/AM} and calcein were from
Invitrogen (Madrid, Spain}. Thrombin, thapsigargin (TG}, apyrase
(grade VII}, dimethyl BAPTA/AM, aspirin, leupeptin, benzamidine, phenyl
methyl sulphonyl (luoride (PMSF}, sodium dodecyl sulfate (SDS)}, rabbit
anti-Orail antibody (C-terminal}, 2-(13-dimethyl-26-dioxo-12.3,6-
tetrahydro-7H-purin-7-yl}-N-{4-isopropylphenyljacetamide {HC-
030031), allyl isothiocyanate (AITC), nonidet P-40, phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA} and bovine serum albumin (BSA} were
from Sigma (Madrid, Spain}. Mouse anti-STIM1 antibody was from BD
Transduction Laboratories (Franklin lakes, NJ, US.A.}. Rabbit anti-
hTRPC1 antibody, goat anti-hTRPCG antibudy and horseradish peroxi-
dase-conjugated donkey anti-goat IgG antibody were from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, ULS.A.}). Horseradish peroxidase-conju-
galed goat anti-mouse 126 and goat anti-rabbit IgG antibodies were
from Jackson Immunoresearch {Suffolk, U.K.}. Hyperfilm ECL was from
Amersham {Buckinghamshire, U.K.}. Protein A-agarase was from Up-
slate Biotechnology Inc. (Madrid, Spain}. Enhanced chemiluminescence
detection reagents were from Pierce { Cheshire, UK.} All other reagents
were of analytical grade.

2.2, Platelet preparation

Platelets were prepared as previously described [29), as approved by
Local Ethical Committees and in accordance with the Declaration of
Helsinki. Briefly, blood was obtained from healthy drug-free volun-
teers and mixed with one-sixth volume of acid/cdtrate dextrose anti-
coagulant containing {in mM}: 85 sodiwm citrate, 78 citric acid and
111 np-glucose. Platelet-rich plasma (PRP) was then prepared by cen-
trifugation for 5 min at 700 xg and aspirin (100 pM} and apyrase
{40 ug/mL} were added. Cells were then collected by centrifugation
at 350 xg for 20 min and resuspended in HEPES-buffered saline
(HBS}, pH 7.45, containing (in mM}: 145 NaCl, 10 HEPES, 10 v-glucose,
5 KO, 1 MgS50y and supplemented with 0.1% (w/v} BSA and 40 yg/mL
apyrase. For BAPTA loading, cells were incubated with 10 pM dimethyl
BAPTA for 30 min and then resuspended in HBS.
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Fig. 3. Abolished TRPA1 expression during PMA-induced maturation of MEG-01 cells.
MEGO1 cells were cultured in the absence or presence of 10 nM PMA and/or 60 pM HC-
030031 for 0 to 4 days. Protein lysates were inmunoblotted to detect TRPAL expression.
The hottom panels show images representative of five others. The mean value of the
cells at day C was arbitrarily taken as 100%. *, p < 0.05 compared with control
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Fig. 4. Effect of HC-030031 on thrombin and thapsigargin-evoked Ca®* entry in MEGO1 cells and megakaryocytes. Fura 2-loaded MEGOC1 cells were incubated at 37 °C for 10 min in the pres-
ence of 60 .M HC-030031 or the vehicle {control) and then stimulated with 0.1 U/mL thrombin (A and C) or 1 uM thapsigargin (Eand G)ina Ca® ™ free medium (200 pM EGTA) (A and E) or
in the presence of 1 mM extracellular Ca?* (C and G). Traces shown are representative of 8 separate experiments. Histograms represent the amount of Ca’+ mohilization induced by agonists
in the presence of HC-030031 as compared with their respective controls. Values are means + SEM. ", p < 0.05 compared with control. 1and ], fura 2-loaded megakaryocytes were incubated
at 37 *Cfor 10 min in the presence of 60 UM HC-030031 or the vehicle (control) and then stimulated with 0.1 UymL thrombin (I) or 1 UM thapsigargin (]) in a Ca®** free medium (200 M
EGTA), subsequently, CaCl, (1 mM) was added to the extracellular medium to initiate Ca®* entry. Traces shown are representative of 3 separate experiments.
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2.3. Cell culture

The human megakaryoblastic cell lines MEGO1 and DAMI were
obtained from ATCC (Manassas, VA, USA} and cultured at 37 "C with a
5% CO in RPMI media, supplemented with 10% heat-inactivated fetal
calf serum, 2 mM -glutamine and 50 pg/mlL gentamycin.

At the time of the experiments cells were suspended in hasic salt so-
lution (BSS) containing {in mM}: 125 Nadl, 5 KCI, 1 Mz, 5 glucose, 25
HEPES, and pH 7.3. This is supplemented with 0.1% {w/v} BSA and apy-
rase (0.02 U/mL}.

Megakaryocytic cell-line maturation was induced using PMA, a pro-
lein kinase € activator [30]. For this purpose, MEGO1 cells were cultured
in RPMI media containing 10~ M PMA for up to 4 days of culture.

24. Isolation of humun megukaryocytes

Human megalaryocytes were isolated as described previously [31].
Briefly, umbilical cord blood was collected under informed consent dur-
ing normal full-term deliveries and used within 48 h. CD34 + stem cells
were isolated using the miniMACS (1)34 progenitor cell isolation system
from Miltenyi Biotec {Bergisch Gladbach, Germany). Cells were cultured
for either 7 or 14 days. Day 7 cells were labeled with anti-CD61 antibody
(7F12} and day 14 cells were labeled with anti-CDD42b antibody, for
20 min at 4 °C. Cells were then labeled for 20 min (4 °C} with goat-
anti-mouse magnetic microbeads. The cell suspension was brought on
a ferromagnetic column, type MS+ (Miltenyi Biotec), and after three
washing steps with 700 ul buffer A (PBS containing 0.5% BSA and
2.5 mM EDTA} each, the retained cells were eluted with buller A

2.5, Inmunoprecipitation and Western blotting

The immunoprecipitation and Western blotting were performed as
described previously [32]. Briefly, 500 pl. aliquots of MEGOT suspension
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{1 % 107 cell/mL) were lysed with an equal volume of NP-40 buffer,
pH 8, containing 274 mM Nacl, 40 mM Tris, 4 mM EGTA, 20% glycerol,
2% nonidet P-40, 2 mM Na;V0,, 2 mM PMSF, 100 pg/ml leupeptin and
10 mM benzamidine.

Aliquots of MEGO1 lysates (1 mL} were immunoprecipitaled by in-
cubation with 2 pg of either anti-STIM1, anti-Orail, anti-hTRPC1 or
anti-hTRPCG and 25 pl. of protein A-agarose overnight at 4°C on a
rocking platform. The immunoprecipitates were resolved by 8% SDS—
PAGE and separated proteins were electrophoretically transferred
onto nitracellulose membranes for subsequent probing. Blots were in-
cubated for 1 h at room temperature with 10% (w/v} BSA in tris-buff-
ered saline with 0.1% Tween 20 (TBST) to block residual protein
binding sites. Immunodetection of STIM1, Orail, hTRPC1 and hTRPCG
was achieved using the anti-5TIM1 antibody or the anti-Orail antibody
diluted 1:250 in TBST for 2 h and the anti-hTRPC1 or anti-hTRPCG dilut-
ed 1:200in TBST for 2 h respectively at room temperature. The primary
antibody was removed and blots were washed six times for 5 min each
wilh TBST. To detect the primary antibody, blots were incubated for
45 min with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody diluted 1:10000 in TBST and then exposed to en-
hanced chemiluminiscence reagents for 4 min. Blots were then exposed
to photographic films. The density of bands on the film was measured
using scanning densitometry and analyzed using Image] software for
gel analysis [rom NIH. Data were normalized (o the amount of actin pro-
tein or the amount of protein recovered by the antibody used for the
immunoprecipitation.

For each antibody-based immunoprecipitation we performed an an-
tibudy-free, protein A-agarose only control in order to ensure that the
proteins immunoprecipitated are not pulled down by protein A-agarose
itself. In addition, for each antibody used in Western blotfing a primary
antibody-free control was carried oul Lo confirm that the detection is
specific and not due to non-specific binding by the secondary antibody
(data not shown}.
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Fig. 5. Effect of allylisothincyanate (AITC) on thapsigargin and thrombin-evoked Ca® T entry in MEGO1 cells. Fura 2-loaded MEGC1 cells were incubated at 37 *Cfor 10 min in the presence of
5 UM AITC or the vehicle (control) and then stimulated with 0.1 U/mLthrombin (A) or 1 1M thapsigargin [ C) in the presence of 1 mM extracellular Ca**, Traces shown are representative of 8
separate experiments. B and D, Histograms indicating the amount of Ca? * mohilization induced by 0.1 U/mL thrombin (B) and 1 pM thapsigargin (D). Values are means + S.EM.
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A ca't 3. Results
£ 3572004MEGTA |
i 3.0 3.1 TRPAL is expressed in human MEGODT and DAMI cells and megakaryo-
g g 25 ] :,' e cytes but not in platelets
g E 2.0-_ hic] :' Even though TRPA1 mRNA expression has been reported in human
g€ 154 l platelets [33], we have further explored the expression of TRPA1 at
o § 104 the protein level in human platelets by using Western blotting. As
e ] shown in Fig. 1, Western blotting of whole cell platelet lysates using a
g 0.5 = mf::wmm g specific anti-TRPA1 antibody failed to detect TRPAT in human platelets.
- —=- PMA treatrment day 4 By contrast, under the same experimental conditions, the anti-TRPA1
0 60 120 180 240 300 360 420 alnlibudy_ was_able Lo detect a single band, aL 140 k]l_kl (the predicted
Time (s) TRPA1 size}, in the human megai{a.n_,!oblastlc cell lines MEGO]1 and
DAMI and human megakaryocytes (Fig. 1A).
B
3 200 ~ 3.2. Effect of MEGO] maturation in TRPA1 expression
o
g — 150 4 Y * Since we have observed that TRPA1 protein is nol expressed in
8 % human platelets but it was found in the megakaryoblastic cell line
‘§ S 1004 MEGOT we explored whether the expression of this channel is modified
£s during the process of maturation. Maluration was induced using PMA,
E & an activator of protein kinase C|30]. Rap1b protein, a ubiquitous Ras-re-
‘g %04 lated GTPase that increased with megalaryocytic maturation, was used
= as a maturation marker [34-37]. Treatment of MEGO1 cells with 10 nM
= 0- PMA resulted in a significant and time-dependent increase in Rap1b ex-
T T T pression as compared to control cells treated with vehicle, where the
-60\ _b*"" ‘s“" expression of Rap1h was not modified during the 4 days of the experi-
009 Q < ment (Fig. 2, top panel and graph; p < 0.05; n = 6). In order to investi-
PMA Treatment gate the possible role of TRPA1 in maturation, cells were treated with

Fig. 6. Eifect of PMA- induced maturation on thapsigargin evoked Ca®* entry in MEGO1
cells. MEGOT cells were cultured in the absence (control) or presence of 10 nM PMA dur-
ing 2 and 4 days. Alterwards, fura 2-loaded MEGOT cells were stimulated with 1 pm
Ihapsigargin in a Ca* ¥ free medium, and 3 min later 600 pM Ca® * was adided Lo iniliale
Ca** entry. (A) The traces shown are representative of 5 separate experiments. B, Histo-
grams indicating the amount of thapsigargin-induced Ca** entry after 2 and 4 days of
treatment with PMA as compared to control. Values are means £+ SEM. ¥, p < (.05 com-
pared with control.

2.6 Measurement of cytesolic free-Ca® * concentration {([Ca® ¥ ),)

Cells were loaded with fura-2 by incubation with 2 u fura 2/AM for
45 min at 37 *C. Coverslips with cultured cells were mounted on a per-
fusion chamber and placed on the stage of an epifluorescence inverted
microscope (Nikon Diaphot T200, Melville, NY, USA} with image acqui-
sition and analysis system for videomicroscopy ( Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japan). Cells were continuously superfused with BSS. Cells
were allernatively excited with light [rom a xenon lamp passed through
a high-speed monochromator ( Polychrome IV, Photonics, Hamamatsu,
Japan} at 340/380 nm. Fluorescence emission at 505 nm was detected
using a cooled digital CCD camera (Hisca CCD C-6790, Hamamatsu,
Japan} and recorded using Aquacosmos 2.5 software (Hamamatsu Pho-
tonics, Hamamatsuy, Japan). Ca* ¥ entry was estimated using the integral
of the rise in fura-2 fluorescence 340/380 nm ratio for 2 min after addi-
tion of CaCly. Ca® ™ release was estimated using the integral of the rise in
fura-2 fluorescence 340/380 nm ratio for 2 min after the addition of
thrombin or TG, in presence or absence of 60 pM HC-030031 or 5 UM
AITC.

To calculate the initial rate of Ca®* elevation after the addition of
Ca’™ to the medium, the traces were fitted to the equation y =
A + Kxwhere K is the slope.

2.7, Statistical analysis
Analysis of statistical significance was performed using Student’s t-

test for comparison between two groups. p < 0.05 was considered to
be significant for a difference.

95

the TRPAT specific inhibitor HC-030031 [38-40]. MEGOT cells were
treated with 60 uM HC-030031 and the expression of Rap1b was ana-
lyzed every 24 h during 4 days. As shown in Fig. 2, treatment with
HC-030031 neither modified the expression of Rap1b per se nor altered
PMA-induced Raplb expression increase; thus demonstrating that
TRPA1 activity has a negligible effect, if any, in MEGO1 cell maturation.
Reprobing of the same membranes with anti-actin antibody was
performed [or protein loading control and revealed a similar amount
of protein loaded in all lanes (Fig. 2, bottom panels).

As reported in Fig. 3, treatment of MEGOT cells with 10 nM PMA sig-
nificantly reduced TRPA1 expression in a time-dependent manner, with a
detectable attenuation of TRPA1 protein expression after 24 h of treat-
ment with PMA (p < 0.05; n — 6). Reprobing of the same samples with
anti-actin antibody revealed a comparable amount of protein loaded in
all lanes {Fig. 3, bottom panel}. By contrast, MEGO1 cells treatment with
the TRPA1 inhibitor did not alter TRPA] protein expression at least during
the first 4 days of treatment as compared to control {vehicle added}; thus
confirming that this inhibitor does not modify the expression of TRPA1.
These findings indicate that, while TRPA1 function is not relevant for
MEGOT maturation induced by PMA, maturation itself significantly atten-
uates TRPAT protein expression, Lthus explaining the expression of TRPA1
in megakaryoblastic cells but not in mature human platelets.

3.3. Role of TRPAT in Ca® * mobilization

Since TRPA1 is expressed in MEGO1 cells we have investigated its in-
volvement in Ca® " mobilization induced by physiological agonists. As
shown in Fig. 4A and B, treatment of MEGO1 cells with thrombin in a
Ca?*-free medium resulted in a transient increase in [Ca’™]; due to
Ca®" release from intracellular Ca®* stores [41]. Pretreatment of the
cells for 10 min with 60 pM HC-030031, a TRPAT inhibitor [38], did
not significantly alter either resting [Ca® *}; or thrombin-induced Ca*™*
release (the integral of the rise in fura-2 fluorescence 340/380 nm
ratio for 2 min after the addition of thrombin in the absence or presence
of HC-030031 were 3087 & 504 and 2994 £ 412, respectively; n = 8).
In the presence of 1 mM extracellular Ca? T, thrombin induced a greater
elevation in [Ca®™]; than that obtained in a Ca®*-free medium as a
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result of Ca®* entry (Fig. 4C). Interestingly, treatment of MEGO1 cells
with HC-030031 significantly enhanced thrombin-evoked Ca® * mobili-
zation in the presence of 1 mM extracellular Ca* ¥, thus, suggesting that
inhibition of TRPA1 function enhances Ca® ™ entry evoleed by thrombin
(Fig. 4Cand D, p < 0.05; n = 8).

Thrombin has been reported to induce both capacitative { store-op-
erated) and non-capacitative Ca®* entry [42]. Hence, we have investi-
gated the role of TRPA1 in store-operated Ca®' entry (SOCE) in
MEGO1 cells. In a Ca®'-free medium, TG, a specific inhibitor of the
sarco/endoplasmic-reficulum Ca® *-ATPase [43], evoked a sustained el-
evation of [Ca®*]; in MEGO1 cells owing to the release of Ca®* from in-
tracellular pools, which was insensitive (o treatment of MEGO1 cells
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with the TRPAT inhibitor HC-030031 {the integral of the rise in fura-2
[luorescence 340/380 nm ratio for 2 min after the addition of TG in
the absence or presence of HC-030031 was 1207 + 201 and 1170 +
112, respectively; Fig. 4 and F}. In the presence of 1 mM extracellular
Ca® " TG-evoked a prolonged and greater increase in [Ca® ') due to
both Ca®* release from internal stores and the subsequent activation
of SOCE. As for thrombin, treatment with HC-030031 significantly en-
hanced TG-evoked Ca* ' mobilization in the presence of extracellular
Ca®*, which is entirely dependent on the effect of TRPA1 on the activa-
tion of SOCE (Fig. 4G and H, p < 0.05; n — B}. Similar results were oh-
served in human megakaryooytes. As shown in Fig. 41 and ], treatment

of megakaryocytes with thrombin or TG in a Ca®'-free medium
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Fig. 7. Thrombin stimulates the association of TRPA1 with STIM1 and the Ca’*-permeable channels Orail, TRPC1 and TRPCE. Dimethyl BAPTA-Inaded MEGC1 cells were suspended in
Ca®*-free BSS. Cells were stimulated with 0.1 U/mL thrombin for 3 min or left untreated (control) and lysed. Cell lysates were immunoprecipitated with anti-STIM1 antibody (A},
anti-TRPC1 antibody (B), anti-TRPCE antibody (C) or anti-Orail antibody (D), followed by Western hlotting using an anti-TRPA1 antibody. Membranes were reprobed with the
immunoprecipitating antibody for protein loading control. Histograms represent the interaction of TRPA1 with the different proteins in resting and thrombin-stimulated cells. Data
shown are representative of 4-5 independent experiments. Values are means 4 SEM.. *, p < 0.05 compared with control.
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resulted in elevation of [Ca®*]; due to Ca®* release from the intracellu-
lar stores. Subsequent addition of Ca® * resulted in a further elevation in
[Ca® ™ |;indicative of Ca”* entry. Treatment for 10 min with 60 uM HC-
030031 significantly enhanced thrombin and TG-induced Ca®* entry by
22 and 27%, respectively, without having any effect on Ca® ' release
from the intracellular stores. These findings demonstrate that TRPA]
is a regulator of SOCE in MEGOT cells and megakaryocytes.

We have [urther explored whether TRPA1 activation results in any
change in agonist-induced Ca®' mobilization. As depicted in Fig. 5,
treatment of MEGO1 cells with 5 pM AIC did not modify [Ca®*).
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Pharmacological activation of TRPA1 using AITC did not alter either
thrombin- or TG-evoked Ca® " mobilization (n = 8).

We have further investigated the role of TRPA] in SOCE in MEGO1
cells by using an approach based on the downregulation of TRPA1 expres-
sion during MEGO1 maturation. As depicted in Fig. 3, the expression of
TRFAL is time-dependently attenuated dwing maturation; therefore,
we have tested TG-evoled Ca® " entry in control MEGOT cells and cells
treated with PMA for 2 and 4 days. As shown in Fig. 6, lop panel, treal-
ment with PMA did not alter TG-evoked Ca® ' release from the intracellu-
lar stores but significantly enhanced TG-evoked SOCE (p < 0.05; n = 5).
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Fig. 8. Thapsigargin evokes the association of TRPA1 with STIM1 and the Ca®**-permeable channels Orail, TRPC1 and TRPCE. Dimethyl BAPTA-loaded MEGC1 cells were suspended in
Ca®*-free BSS. Cells were stimulated with 1 pM thapsigargin for 3 min or left untreated (control) and lysed. Cell lysates were immunoprecipitated with anti-STIM1 antibody (A), anti-
TRPC1 antibody (BA), anti-TRPCE antihody [C) or anti-Orail antibody (DE), followed by Western hlotting using an anti-TRPA1 antibody. Membranes were reprobed with the
immunoprecipitating antibody for protein loading control. Histograms represent the interaction of TRPA1 with the different proteins in resting and thapsigargin-stimulated cells. Data
shown are representative of 4 independent experiments. Values are means £ SEM.. *, p < 0.05 compared with control.
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Although we cannot rule out other possible mechanisms involved in the
enhancement of Ca® " entry, these findings indicate that maturation re-
sults in an increase in SOCE in these cells, probably due to the attenuation
of TRPAT protein expression, consistent with the results found using the
TRPA1 inhibitor HC-030031 (Fig. 4).

As expected, treatment of human platelets with AITC or HC-030031
did not result in any change in [Ca® *], or alter agonist-evoked Ca® * mo-
bilization (data not shown}, which is consistent with the lack of TRPA1
protein expression in these cells (Fig. 1.

34 TRPAT associates with SOCE elements in MEGOT cells

In huwman platelets, we have reported that SOCE requires the associa-
tion of STIM1 and the Ca?™ permeable channels Orail, TRPCT and TRECG
[1544-46]. Hence we have investigated the association of TRPA1 with
these proteins by looking for co-immunoprecipitation from MEGO1 ly-
sates. Cells loaded with dimethyl BAFTA were used in order to eliminate
Ca* ' -dependent responses. Immunoprecipitation and subsequent SDS—
PAGE and Westermn blotting were conducted using control cells and cells
stimulated with the physiological agonist thrombin. After immunopre-
cipitation of whole cell lysates with the anti-STIM1 antibody, Weslern
blotting revealed the presence of TRPAT in samples from cells stimulated
by thrombin and control. Interestingly, treatment with thrombin signifi-
cantly enhanced the association of TRPAT with STIM1 (Fig. VA, top panel;
p = 0.05; n = 5. Similar results were observed when cells were stimu-
lated with TG (Fig. 8; p < 0.05; n = 4}. Western blotting with anti-
STIM1 antibody revealed a similar content of this protein in all lanes
(Figs. 7A and 8A, botlom panel).

Furthermore, we found association of TRPAT with TRPC1, TRPCG and
Orail both in resting and thrombin-stimulated MEGO1 cells (Fig. 7B-1),
lop panel). Thrombin-evoked a significant increase in the association of
TRPA1 with these channels as compared to controls (p = 0.05; n = 5},
and similar results were found when cells were stimulated with TG
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(Fig. 8; p =< 0.05; n = 5), thus, suggesting that TRPA1 takes part in the
macromolecular complex regulating SOCE in these cells.

3.5. TRPAT regulutes the ussodiation between STIMT and Oruit in MEGO1
cells

Finally, we have investigated the mechanism underlying the regula-
tion of SOCE by TRPAL in MEGO] cells. The association between STIM1
and Orail has been reported to be crucial for the activation of SOCE
[46-48]. Hence we have investigated whether TRPA1 might regulate
the association between these proteins in dimethyl BAPTA-loaded
cells. We have tested this possibility by using two different approaches.
First of all, we tested the effect of maturation in the association between
STIM1T and Orail induced by agonist, taking inte account that matura-
tion downregulates TRPA1 expression. Alternatively, we tested the ef-
fect of the TRPA1 inhibitor, HC-030031, in the association between
STIM1 and Orail induced by agonists. Concerning the first approach,
we have tested the association between STIM1 and Orail in control
MEGOT cells and cells treated with PMA for 2 and 4 days. As shown in
Fig. 94, top panel, treatment with PMA for 2 or 4 days significantly en-
hanced the association between STIM1 and Orail in these cells induced
by thrombin {(p < 0.05; n = 4). Consistent with a role for TRPA1 in the
STIM1/Orail association we found that HC-030031 significantly in-
creased thrombin-induced assaciation between STIM1 and Orail, with-
out having any effect on the association between these proteins in
resting cells (p = 0.05; n = 4) (Fig. 9B, top panel). These (indings
strongly indicate that TRPA1 modulates SOCE in MEGO] cells by attenu-
ation of the association between STIM1 and Orail.

4. Discussion

TRP channels have been reported to play a relevant role in cell func-
tion, mostly due to the conduction of cation currents through membranes.
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Fig. 9. TRPA1 negatively regulates the association of STIMI with Orail in MEGO1 cells. A, MEGO1 cells were cultured in the absence (control) or presence of 10 nM PMA during 2 and
4 days. Dimethyl BAPTA-loaded cells were stimulated with 0.1 U/mL thrombin for 3 min or left untreated and lysed. Cell lysates were immunoprecipitated with anti-STIM1 antibody,
followed by Western blotting using an anti-Orail antibody. B, Dimethyl BAPTA-loaded MEGC1 cells were treated with 60 uM HC-030031 or the vehicle (as control) and then stimulated
with 0.1 U/mL thrombin for 3 min of left untreated and lysed. Cell lysates were immunoprecipitated with anti-STIM1 antibody, followed by Western hlotting using an anti-Drail antibody.
Histograms represent the interaction of STIM1 with Orail. Data shown are representative of 4 independent experiments. Values are means & S.EM *, p < 0.05 compared with control.
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Espedially relevant is the role of TRP channels in Ca®* influx from the ex-
tracellular medium [49]. In addition, a new role for TRP channels in the
regulation of Ca®>* movements through other channels is emerging. T il-
lustrate this statement, TRPC1 has heen recently reported as a negative
regulator of TRPV6-mediated Ca’™ influx through the attenuation of
TRPVE expression in the plasma membrane [50]. In the present study
we report for the (irst time the role of TRPAT as a negalive regulator of
SOCE in MEGO] cells and megakaryocytes. This finding has been demon-
strated using two different approaches: channel silencing expression as a
result of PMA-induced maturation of MEGO1 cells, as well as inactivation
of TRPA] function using a pharmacological tool. Although we cannot rule
out that MEGOT cell maturation results in enhancement of SOCE also by
mechanisms different from TRPA1 expression downregulation, inactiva-
tion of TRPA1 by using HC-030031 produced basically the same effects,
which strongly suggests that SOCE enhancement during maturation is,
at least partially, dependent on TRPA1. Treatment of MEGDT cells with
HC-030031 did not significantly alter Ca* ' release stimulated by throm-
bin or passive Ca® * efflux induced by TG, which indicates that this inhib-
itor does not alter the ability of cells to accumulate Ca®* into the
intracellular stores or the ability of thrombin o induce Ca*" release
from the stores. Furthermore, these findings suggest that TRPAT is not in-
volved in agonist-induced Ca®* release or Ca® ™ leakage from the intracel-
lular Ca** compartments.

TRPAT negatively regulates Ca® *-independent association of STIM1
wilh Orail, which might be the mechanism underlying the modulation
of SOCE in MEGO1 cells. The regulation of signaling complexes by TRPA1
resembles that previously reported to TRPC3, which recruits Orail,
STIM1, RACKT and the type | IP; receptor into a TRPC3-dependent
signalplex that modulates agonist-induced Ca* ' release and entry in
HEK-293 cells |27 28]. We have found that TRPA] is constitutively asso-
ciated to STIM1 and Orail, although these interactions are enhanced by
stimulation with agonists. Furthermore, our results indicate that TRPA1
is constitutively active, since cell treatment with AITC, a TRPA1 activa-
tor, did not result in further inhibition of agonist-induced Ca®* entry
and SOCE.

Interestingly, the role of TRPA1 as a SOCE modulator disappears with
maturation so that mature human platelets do not express TRPA1 at the
protein level, thus resulting in a significantly greater SOCE in platelets
upon depletion of the intracellular Ca® ™ stores by TG, as demonstrated
in Fig. 10, which depicts the determination of SOCE in MEGOT and plate-
lets performed under comparable conditions. The present study pre-
sents a new and interesting function of TRPA1 channels in cellular
function not associated with the previously reported thermal and nox-
ious sensitivity [51]. This new feature described here should be taken
into account in the design of therapeutic drugs aimed at the modifica-
tion of calcium entry.
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Fig. 10. Comparative analysis of TG-evoked store-operated Ca** entry in MEGO cells and
platelets. MEGOT cells and human platelets were suspended in BSS and HBS, respectively.
Fura 2-loaded cells were stimulated with 1 uM TG in a Ca® * -free medium (200 1M EGTA
added) and 3 min later CaCly (final concentration 600 uM) was added to initiate Ca®*
entry. Traces shown are representative of 5 separate experiments.
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Cytosolic free Ca>™ plays a crucial role in blood platelet function and is essental for thrombosis and hemostasis.
Therefore, cytosolic-free Ca?* concentration is tightly regulated in this cell. TRPC6 is expressed in platelets, and
an important role for this Ca® ¥ channelin Ca® ' homeostasis has been reported in other cell types. The aim of this
waork is to study the function of TRPCG in platelet Ca® ' homenstasis. The absence of TRPCS resulted in an 18.73%
decreased basal |Ca’ |, in resting platelets as compared to control cells. Further analysis confirmed a similar
Keywords: Ca’* accumulation in wild-type and TRPCG-deficient mice; however, passive Ca®™ leak rates from agonist-
TRIC sensitive intracellular stores were significantly decreased in TRPCG-deficient platelets. Biotinvlation studies indi

Calcinm cated the presence of an intracellular TRPCE population, and subcellular fractionation indicated their presence on
Flatelers endoplasmic reticulum membranes. Moreover, the presence ol intracellular caldum release in platelets stimulat-
Hemostasis ed with 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol further suggested a functional TRPCG population located on the intracellu-
Thrombosis

lar membranes surrounding calcium stores. However, colmmunoprecipitation assay confirmed the absence of
STIM1-TRPCE interactions in resting conditions. This findings together with the absence of extracellular Mn”*
entry in resting wild-type platelets indicate that the plasma membrane TRPCE fraction does not play a significant
role in the maintenance of basal [Ca®¥ ], in mouse platelets. Our results suggest an active participation of the
intracellular TRPCE fraction as a regulator of basal [Ca® ™|, controlling the passive Ca?* lealk rate from agonist

sensitive intracellular Ca®* stores in resting platelets.

© 2014 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

The intracellular free-calcium ion (Ca®*) is the master secondary
messenger in cells, which is involved in many basic cellular functions
[1]. Thus, the cytosolic free-Ca”* concentration ([Ca®*|.) is tightly
regulated by many intracellular mechanisms of Ca®* homeostasis.
Blood platelets are small anucleated cell fragments derived [rom bone
marrow megakaryocytes that, once activated by physiological agonists,
play a key function in mechanisms of thrombosis and hemastasis [2].
The increase of basal [Ca® '] observed in stimulated platelets triggers
cellular responses that are critical for their activation and function [2].
This [Ca? 7). elevation is achieved by two main mechanisms: discharge
of agonist-sensitive intracellular Ca’™ stores, extracellular Ca? ™+ influx
through the plasma membrane, or both. Ca® * mobilization is regulated

Abbreviations: Non-IP, non-immunoprecipitated fraction; IP, immunoprecipitated
fraction; input, unbiotinylated fraction; VSMCs, mesenteric artery vascular smooth muscle
cells

* Corresponding author at: Department of Physiology, University of Extremadura,
Avd. Universidad s/n, Caceres, 10003, Spain. Tel.: +34 827 257139x51376;
fax: +34 927257110.

E-mail address: alejandrobe@unex.es (A. Berna-Erro).

1 authors contributed equally to this work.

0167-4885/% - see front matter ©@ 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doiorg/10.1016/j.bbamcr.2014.01.014

101

by Ca®* channels located in membranes separating extracellular and
subcellular compartments, so that depletion of agonist-sensitive intra-
cellular stores is mainly regulated by inositol triphosphate (IP5) recep-
tors in activated platelets, whereas extracellular Ca* ' entry is mainly
regulated by members of the transient receptor potential (TRP} and
the Orai Ca®* channel family [3,4]. Orai channels and certain members
of the canonical TRP (TRPC) Ca® ' channel subfamily are activated by a
previous depletion of agonist-sensitive intracellular stores through a
mechanism referred to as store-operated Ca® ™ entry (SOCE) [4]. Stro-
mal interaction molecule 1 and 2 (STIM1 and 2) are the Ca® * sensors
located in the membrane of the endoplasmic reticulum (ER} and other
organelles, which participate in this mechanism by detection of de-
creases in their Ca*™ content and migration to the plasma membrane
to interact and to activate TRPC and Orai Ca®>* channels [5]. Moreover,
several TRPC members can be also stimulated and activated by diacyl-
glycerol [6-8], a molecule synthesized by phospholipase C, which is
widely activated during platelet function [4]. In vive studies using mu-
rine transgenic models demonstrated a relevant function of TRPC6 in di-
verse cells, for instance cells of the immune [9,10], nervous [11,12],
vascular [13-19] or digestive systems [20] and kidney [21]. Previous
studies demonstrated that mouse platelets and megakaryocytes, their
cellular precursors, only express RNA transcripts for TRPC(1,6) and
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TRPM(1,2,7} members [22-24], while human platelets express TRPA1,
TRPC(1,3,4,5,6), TRPM{(2,7} and TRPV(1,2,4) [625-33].

The resting [Ca* |, normally maintained in the range of 10-100 nM,
is the result of passive Ca® ™ movements towards the cytosol mostly
compensated by the aclivity of plasma membrane and endosomal
Ca”*-ATPases, and sometimes the mitochondria. The maintenance of
alow [Ca®¥].is an essential physiological mechanism to avoid the acti-
vation of Ca* ' -dependent events. In human platelets, resting [Ca® '),
has been reported to be altered in certain pathologies, such as diabetes
mellitus [34], leading to hyperaggregability and hyperactivity. Hence,
we have explored the role of TRPCG in the maintenance of resting
[Ca* '] in blood platelets using a murine transgenic model lacking the
TRPCS channel.

2. Material and methods
2.1. Reagents

1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (QOAG), apyrase (grade VII}, acetyl-
salicylic acid, anti-actin polyclonal antibody, bovine serum albumin
(BSA), calcium chloride, citric add, ethyleneglycol-bis(B-aminoethyl}-N,
NN N'-tetraacetic acid (EGTA}, ethylenedinitrilotetraacetic acd (EDTA},
glucose, HEPES, manganese(ll} chloride tetrahydrate, sodium citrate,
thapsigargin (TG}, Trizma® hydrochloride and Trizma® base were
purchased from Sigma-Aldrich {Germany}. 1,2-Bis | 2-aminophenoxy|
ethane-N,N,N’N'-tetraacetic acid tetrakis [acetoxymethyl ester] (BAFTA}
was purchased from Molecular Probes®, Life Technologies Ltd (Paisley,
UK). Isoflurane (ISOFLO®) was purchased from Esteve Velerinaria
{Barcelona, Spain}. Complete EDTA-free protease inhibitor tablets were
purchased from Roche Pharma AG (Germany ). Rabbit anti-mTRPCE poly-
clonal antibody was purchased from Alomone Labs (Jerusalem, Israel).
Mouse anti STIM1 antibody was from BD Transduction Laboratories
(Frankin Lakes, NJ, USA). Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit
IgG and anti-mouse antibodies were purchased [rom Jackson Immuno-
Research (PA, USA). Hyperfilm ECL was from Amersham { Buckingham-
shire, UK}). Protein A-conjugated agarose beads were purchased from
Millipore (CA, USA}. Enhanced chemiluminescence detection reagents
and rabbit anti-mouse IgG were from Pierce (Cheshire, UK). Western
blot nitrocellulose membranes were purchased from Bio-Rad Laborato-
ries (CA, USA). Agarose and ethidium bromide were purchased from
Roth (Germany}. EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin and streptavidin-
conjugated agarose beads were purchased from Thermo Fisher Scientif-
ic Inc (IL, USA}. All other analytical grade reagents were purchased [rom
Sigma-Aldrich (Germany}.

2.2 TRPCG-deficient mouse generation

TRPCG-deficient mice were purchased from Deltagen, Inc. {San
Mateo, CA, USA} through the European Mouse Mutant Archive
(EMMA} network, and they were generated as [ollows (Fig. 1}: Arezion
of the murine Trpch gene containing the exon fow (E4} was subcloned.
The targeting vector was engineered by substitution of 13 nucleotides
located into E4 with a selection cassette containing an internal ribosome
entry site, p-galactosidase (lacZ) and the neomycin (Neo) resistant gene
(Fig. 1A). The targeting vector was electroporated inte murine embry-
onic stem (ES} cells. Positive ES cell colonies expressing the Neo resis-
tant gene were picked, their DNA was isolated and subsequently
screened by Southern blot using an external probe specific for the
Trpc6 gene, seeking for those clones that integrated the Trpc6-null allele
into the Trpc6 wild-type locus by homologous recombination ( targeted
allele) (Fig. 1B). Electroporated ES cell clone #1152 resulted heterozy-
gous for the Trpc6-nwull allele, and it was microinjected into wild-type
3.5 days old blastocysts to generate chimeric mice. Chimeric mice
were backcrossed with C56BI6 mice to obtain the first generation (F1)
of heterozygous (HT} mice for the Trpc6-null allele. Individuals of the
F1 generation were finally intercrossed to obtain homozygous mice

for the Trpet-null allele (KO} (Fig. 1C) The disruption of the TRPCG
mRNA transcript translation and the expression of the TRPCG channel
were later confirmed by western blot using an anti-TRPCE antibody
{Alomone, Israel} (Fig. 112). All experiments were conducted on mice
belween 8 and 12 weeks of age. Experiments involving animals were
conducted in accordance with the regulations of the local authorities
and were approved by the institutional review boards of all participat-
ing institutions.

2.3. Mouse DNA isolation and PCR genotyping

Mouse zenomic DNA was isolated following Jackson Laboratory's in-
dications. Five square millimetres of ear tissue was digested in 400 pL
[INA lysis buffer (10 mM Tris-HCL, 50 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 8.0,
0.5% SDS, 0.5 mg/mL proteinase K, pH 8.0} overnight. SDS was then pre-
cipitated with 200 pL saturated NaCl and centrifuged for 20-30 min at
16,000 xg. 500 ul supernatant was recovered, mixed with 1000 pl. of ab-
solute ethanol and genomic DNA was precipilated by centrifugation for
10 min at 16,000 «g. Genomic DNA pellet was washed once with 1 mL
70% ethanol. The residual ethanol was evaporated avoiding excessive
DNA drying, and the DNA was resuspended overnight in 50 ul TE
{10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) at 4 °C.

The flowing primers were used to identify the wild-type and knockout
allele: mTRPC6_genol_2F: S'-atalgeccacatttaagelaggatgaac-3', mNeo_F
S'-gggccagctcattectoccactcat-3', mTRPCE genot R: 5'-agctagatctitge
ctgctggacag-3". Two separated PCR reactions (Takara, Japan) were per-
formed with different primer pairs to amplify the wild-type (mTRPCG_
genol_2F and mTRPC6_genot_R, 588 bp} and the knockout allele
{mNeo F and mTRPCE genot R, 408 bp). The PCR program used is:
95 °C, 5 min; 94 °C, 30 s; 60 °C 30 s; 72 °C 30 s, 35 cycles; 72 °C,
10 min. PCR products were separated in 1% agarose gel by electrophoresis
and stained with ethidium bromide. 1 am® of agarose gel containing the
PCR product was extracted using the PCR NucleoSpin® Extract 11 kit
(Macherey-Nagel, Germany)} and sequenced (STAB-SAIUex, University
of Extremadura, Spain} to confirm the correct amplification of the desired
genomic DNA region.

24, Blood platelet isolation

Mice were bled under isoflurane anesthesia [rom the retroorbital
plexus according to the recommendations of the local Ethical Commit-
tee. Blood was collected into an Eppendorf tube containing 300 ul. acid
citrate dextrose bulfer (85 mM sodium citrate, 78 mM citric acid,
111 mM glucose, pH 7.3}. Blood was centrifuged in a Galaxy 7D centri-
fuge (VWR International, PA, USA} at 300 g for 5 min. The supernatant
was centrifuged again at 100 »g for 5 min to obtain platelet-rich plasma
(prp). Prp was centrifuged al 600 =g for 5 min in the presence of the
cyclooxygenase inhibitor acetylsalicylic acid (0.1 pg/mL} and the pellet
was resuspended in Ca® *-free Tyrode's buffer (NaCl 137 mM, KCl 2.7
mM, NaHCO5 12 mM, Nall,PO, 0.43 mM, Glucose 0.1%, HEPES 5 mM,
BSA 0.35%, CaCly 1 mM, MgCl; 1 mM, pH 7.13} containing apyrase
{40 pg/mL}.

2.5. Inmunoprecipitation and western blotting

Briefly, 500 pL aliquots of washed platelet suspension (2 x 10°
cell/mL) were lysed with an equal volume of 2 x RIPA buffer
(316 mM NacCl, 20 mM Tris, 2 mM EGTA, 0.2% SDS, 2% sodium
deoxycholate, 2% triton X-100, 2 mM NasVO, and complete EDTA-
free protease inhibitor tablets, pH 7.2). Cell debris was removed by
max. speed centrifugation for 10 min at 4 °C. For immunoprecipita-
tion assay, 1 mL platelet lysates were immunoprecipitated by
incubation with 2 ug of anti-STIM1 antibody and 25 uL of protein
A-conjugated agarose beads overnight at 4 °C on a rocking platform.
Total protein and immunoprecipitated lysates were separated in
8% SDS-PAGE gels and electrophoretically transferred onto

102



Resultados

B
Kb #1152
v
23.1- &
9.4 & .
654 %
43— .‘ —KO

L Albarran et al. [ Blochimica et Biophysica Acta 1843 (2014) 789-796 791
E
150 EGTA 75uM
Z 100
=
&
8 1
— WT
o — KO
0 60 120
Time (s)
150 A
s
£
~= 100 -
e
® 50
L4
m
D E
$ ©
F
150 EGTA 75uM
g TG+lono
= 100
¥ %
5_.-“ /‘,-\/-u-\.‘r--f N
S s04 T
— WT
— KO
0
] 60 1éﬂ 1B.D I
Time (s)
n.s.
6000 —_

o
3
=
o
=
o

150—

TRPC6

75—

42— - ! actin

Thapsigargin+ionomycin-induced
calcium release (nM-s)

< ®

Fig. 1. Characterization of TRPCE-deticient mice and analysis of |Ca* | changes and intracellular Ca** mobilization in isolated WT and KO platelets. (A) Targeted disruption strategy of the
murine Trpe6 gene. (B) Southern hiot analysis of positive ES cells carrying the Neo resistance gene (figure kindly provided hy Deltagen®). The selection cassette of the targeted allele inserts
a new BamHI restriction site, which generates a smaller DNA fragment (KO, <4.3 Kb) compared to the wild-type allele (WT, =584 Kb), and can be detected by an internal radioactively-
labelled probe. The ES cell clone #1152 resulted heterozygous for the Trpe6-null allele, and it was injected into wild-type blastocyst to generate chimeric mice. (C) Agarose picture of
PCR products. The PCR genotyping strategy confirmed the presence of mice homozygous for the Trpc6 targeted allele (KO) among mice heterozygous for the targeted allele (HT) and ho-
mozygous for the wild-type allele (WT). (D) Western blot analysis of TRPCE protein expression in platelets isolated from WT and KO mice as compared to B-actin (actin) (r = 3). (E)
Upper: Representative graph of basal [Ca®*]. records from isolated resting WT (black) and KO (grey) platelets in the presence of 75 uM EGTA. Lower: histograms represent basal
[Ca?* . values expressed as mean [Ca®* |, &= SEM (n = 26); *P< 0.05, Student's t-test. (F) Upper: Representative traces of [Ca® *], from isolated WT (hlack) and KO (grey) platelets before
and after intracellular Ca?* mobilization stimulated with a mixture of 1 uM TG and 100 nM ionomycin in the presence of 75 UM EGTA. Lower: histograms represent TG + ionomycin-
induced Ca®* release over hasal, estimated as described in Material and methods, and expressed as the mean integral -+ SEM (n = 6); (n.s.) Student's ¢-test, not significant

nitrocellulose membranes for subsequent probing. Blots were
blocked with 5% (w/v} BSA in tris-buffered saline (0.05 M Trizma
Base, 0.9% NaCl, pH 8.4) with 0.1% Tween 20 (TBST} overnight.
Immunodetection of TRPC6 was achieved using the specific anti-
TRPC6 antibody diluted 1:1000 for 2 h at room temperature (RT).
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Blots were washed three times for 5 min in TBST, subsequently
incubated with a horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibody diluted 1:10000 in TBST for 45 min at RT and then exposed
to enhanced chemiluminescence reagents for 4 min. Blots were then
exposed to X-ray films.
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2.6. Biotinylation assay

Washed platelets (10®) were resuspended in biotinylation buffer
(50 mM NaHCO; and (0.9% NaCl} and surface labelled with 100 pg/ml.
sullo-NHS-LC biotin at RT. Labelling was stopped 30 min afler reaction
with 1% NH4Cl and phosphate-buffered saline (PBS, NaCl 137 mM, KCl
277 mM, KH,PO,4 1.5 mM, NayHPOy+2H,0 8 mM, pH 7.14} supplement-
ed with 50 uM EDTA and washed two times in PBS/EDTA. Biotinylated
platelets were subsequently lysed in RIPA buffer as described in
western blotfing procedures, and protein lysates were incubated with
streplavidin—conjugated agarose beads overnight al 4 °C on a rocking
platform. Biotinylated proteins bound to streplavidin—conjugated aga-
rose beads were isolated by centrifugation and washed three times in
RIPA buffer. Total protein and immunoprecipitated lysates were loaded
and separated in 8% SDS-PAGE and probed as described in weslern
blotting procedures.

2.7. Subcellular fractionation and ER isolation

Platelets were isolated [rom 10 wild-type mice blood and washed as
described above. Washed platelets were pulled, and ER membranes
were isolated with an ER isolation kit {Sigma, Germany). All the proce-
dure was performed at 4 °C. Briefly, pulled platelets were suspended in
a hypotonic buffer for 20 min, centrifuged at 600 g and suspended in
an isotonic buffer. Cell membranes were broken by ultrasound sonica-
lion, and unbroken cells were removed by 10 min centrifugation at
1000 =g. Mitochondrial [ractions were removed [rom Lhe supernatant
by 15 min centrifugation at 12,000 =xg The microsomal fraction
containing ER membranes was precipitated and separated from the
supernatant by 1 h at 100,000 g ultracentrifugation. Pelleted micro-
somal fraction was washed, resuspended again in isotonic buffer, and
ER membranes were further purified from this fraction by Optiprep
density gradient separation at 150,000 =g for 3 h (from top to botlom,
1.6 mL 15%, 0.6 mL 20% mixed microsomal fraction and 0.8 mL 30%
Optiprep). The different fractions were separated by SDS-PAGE and
probed with antibudies against TRPC6. Plasma membrane contamina-
tion in enriched ER fractions was assessed using an anti-PMCA antibody
{clone 5F10; Pierce, Rockford, IL).

2.8. Measurement of [Ca® 7],

Washed platelets were loaded with fura-2 by incubation with
2 uM fura-2/AM for 45 min at 37 °C in the absence of extracellular
Ca® . Cells were subsequently washed and resuspended in Tyrode's
buffer. Fura-2 was exciled al alternate wavelengths of 340 and
380 nm, and the emission fluorescence was recorded at 505 nm
from 600 pl. aliquots of magnetically stirred cellular suspension at
37 °C using an RF-5301PC spectrophotometer (Shimadzu Corpora-
tion, Kyoto, Japan). Changes in [Ca” ™|, were assessed by the fura-2
340/380 fluorescence ratio according to Grynliewicz et al. [35]. TG
and {ono-induced Ca® ™ release was estimated using the integral of
the rise in [Ca® ¥, over basal for 2 min after their addition taking a
sample every 1 s and was expressed as nM s [36].

To compare the rate of Ca® T efflux from the agonist-sensitive stores
after treatment of platelets with TG in the absence of extracellular Ca®t,
traces were fitted to the equation: y = Ax + B, where A is the slope of
the curve [37].

2.9. Statistical analysis
Analysis of statistical significance was performed using one-way anal-

ysis of variance. For comparison between two groups, Student’s t-test was
used. p< 0.05 was considered to be significant for a difference.

3. Results
3.1. TRPC6-deficient mice develop and are apparently normal

We used a murine transgenic model Lo study the function of TRPC6
in blood platelets. Mice homozygous for the Trpof-null mutation (KO}
were fertile, developed normally and were apparently healthy (data
not shown} as previously reported for other TRPCG-deficient mice
| 19]. Western blot assay confirmed the presence of TRPCE protein in
platelets obtained from wild-type mice {WT} as previously reported
elsewhere [6] and the absence of TRPCG in platelets isolated from KO
mice {Fig. 1D}

3.2, TRPCG participates as a regulator of basal {Ca® ¥} in resting platelets

Despite TRPCE has not been found essential for platelet aggregation,
this channel plays a relevant role in Ca®* homeostasis in mouse and
human platelets stimulated with agonists [27,38]. In the present
study, we have focused on the role of TRPCS in resting [Ca’ "] As
depicted in Fig. 1, KO platelets displayed an 18.73% decreased hasal
[Ca* "] as compared Lo WT controls in the presence of the extracellular
Ca’* chelator EGTA {(WT: 8465 £ 5.10 nM; KO: 68.79 £ 3.77 oM, p
< 0.05; n = 26) (Fig. 1E), suggesting a participation of TRPCE in the con-
trol of platelet basal [Ca®*].. Since a small intracellular fraction of TRPCG
population has been previously shown in other cell models |39,40], we
investigated whether this population exists also in platelets and if they
might be implicated in intracellular Ca>+ mobilization. We performed
biotinylation studies in platelels due to the difficulty to perform immu-
nocytochemistry in such a small cell (Fig. 2A). In resting conditions, the
presence of an unbiotinylated TRPCE fraction in WT platelets {void})
suggested the presence of an intracellular TRPCG fraction (n = 3},
which might participate in intracellular Ca®* mobilization. Moreover,
OAG-stimulated (100 pM) WT platelets showed a significant Ca® ™ re-
lease (2295.07 + 27933 oM s; p <0.05; n = 5} [from agonist-
sensitive intracellular stores as compared to vehicle addition in the
presence of EGTA (Fig. 2B), suggestive of a functional machinery in-
volved in store depletion. Weslern blot of isolated WT platelels after
subcellular membrane fractionation revealed TRPCE expression in the
ER-enriched fraction (Fig. 2C), strongly suggesting an ER-resident
TRPCG subpopulation (n = 2}. The absence of the plasma membrane-
resident PMCA in this ER fraction indicates the absence of plasma
membrane-resident TRPCE contamination. Thus, our experimental
results suggest the presence of a functional TRPCG subpopulation locat-
ed on the membranes of agonist-sensitive intracellular Ca® " stores,
such as the ER.

In order to establish whether the absence of TRPCE has an impact on
agonist-sensitive intracellular Ca® * stores, the amount of Ca® ' stored in
these intracellular reservoirs was indirectly assessed. For that, intracel-
lular membranes were permeated with a mixture of the sarco/ER Ca?t-
ATPase (SERCA} inhibitor TG and the permeant ionophore ionomycin,
and the amount of Ca** passively released to the cytoplasm from the
stores was assessed with fura-2, as the amount of intracellularly re-
leased and stored Ca* is directly proportional (Fig. 1F). In the presence
of 1 UM TG, 100 nM ionomycin and 75 uM of the extracellular Ca®* che-
lator EGTA, the amount of intracellular Ca®* released to the cytoplasm
was similar in both KO and WT control platelets (WT: 4093.89 +
277.72 nM s; KO: 443561 + 559.71 nM s; p = 04; n = 6}, suggesting
that the ability of platelets to accumulate Ca’* into the agonist-
sensitive intracellular stores was not significantly affected in the ab-
sence of TRPCG, which confirms that the different basal [Ca“]C in WT
and KO platelets was not due to a distinct amount of Ca*+ accumulated
into the agonist-sensitive intracellular stores.

We have further explored the role of TRPCG expression in the rate of
passive Ca® T leak from the agonist-sensitive intracellular stores. To in-
vestigate this issue, cells were treated with TG in a Ca’*-free medium
(75 UM EGTA added) to prevent Ca®™ reuptake into agonist-sensitive
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the remaining unbiotinylated protein fraction (Void) (# = 3). (B) Representative graph of [Ca®* | records from isolated WT platelets in the presence of 100 1M OAG and 75 uM EGTA
(n=35).(C) Western blot analysis of TRPCE expression in WT platelet plasma membrane (Plasma Mem) and endoplasmic reticulum (ER) enriched fractions isolated by Optiprep® density

gradient. PMCA-positive lanes re present fractions enriched with plasma membranes (n= 2).

Ca’* stores by SERCA, and the rate of passive Ca®* leak was estimated
as described in methods. Interestingly, in platelets from WT mice, the
rate of Ca®* efflux was significantly greater than in those [rom KO
mice (the slope of the curve was 1.88 &+ 033 oM s~ ' in WT and 1.03 +
0.13 nM s~ in KO mice; p < 0.05; n = 5). These findings indicate that
TRPCG is a leak channel of the agonist-sensitive Ca® " compartments
that plays a relevant role in the maintenance of the basal |Ca** |..

3.3 Extracellular C&®* does not play a relevant role in the muintenance of

resting [C® ' |,

We have tested whether the differences observed in basal [Ca® ).
between WT and KO platelets in the absence of extracellular Ca** also
ocaur in the presence of extracellular Ca® ™. As shown in Fig. 3A, resting
KO platelets showed significantly decreased basal [Ca® ¥ ], in the pres-
ence of 500 M Ca* " as compared to WT controls (WT: 94.94 + 7.62
nh; KO: 65.93 = 8.26 nM; p = 0.05; n = 5). However, the resting
[€a**]. was not significantly different in the absence {open bars) or
presence of 500 uM extracellular Ca>*, both in WT and KO platelets,
which strongly suggest that Ca®* entry has a minor role, if any, in the
maintenance of basal [Ca®* . in mouse platelets. To confirm this possi-
bility, 50 uM Mn?" was added to the platelet suspension at rest in the
presence of 500 uM Ca®*. Mn?~ entry has been widely used as a surro-
gate for Ca’* influx given its quenching effect on fura-2 [41]. As
depicted in Fig. 3B, no change in the resting [Ca® *|. (and fura-2 fluores-
cence) was detected upon addition of Mn® ™ either in WT or KO plate-
lets, which strongly suggests that Ca** influx is undetectable in
resting platelets and confirms that Ca?* entry is not relevant for the
maintenance of basal [Ca*]. in mouse platelets. Furthermore, these
findings indicate that the intracellular rather than the plasma
membrane-resident pool of TRPCE is responsible for the attenuation in
resting [Ca® ). in KO platelets.
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34. STIM1 does not control TRPCE activity in resting conditions

The molecular player of SOCE, STIM1, has been proposed as a regula-
tor of TRPCE activity when complexed with Orail instimulated platelets
and other cells [31,42,43]. Thus, we investigated the possibility that
STIM1 regulates TRPCG activily also in resting conditions (Fig. 3C).
Western blotting studies using an anti-TRPCE antibody revealed that
TRPCE does not appear complexed with immunoprecipitated STIM1 in
resting platelets (IP), hut remains in the non-immunaoprecipitated
fraction (“Non-IP"} {n = 3}. Thus, the absence of STIM1-TRPCG inlerac-
tion in resting platelets suggests that STIM1 does not regulate TRPC6
function in resting conditions.

4. Discussion

TRPCG [unction has been recently studied in blood platelets using a
murine transgenic model lacking TRPCE function generated by
Birnbaumer’s group [38,44,45]. However, contradictory results were
reported, and its function in platelets is still unclear [46]. In fact, most
studies of TRPC function have found many controversies, suggesting a
complex regulation of these channels and a heterogeneous function in
many cell types. This situation indicates that TRP function should be
studied more in detail. We have used a different murine transgenic
model lacking TRPC6 to study its function platelet Ca?* homeostasis.

Three different groups have studied TRPC6 function in platelets using
knockout transgenic murine models, and one of them showed experi-
mental data concerning basal [Ca® 7] at resting conditions [38,44,45].
Ramanathan et al. showed a non statistically significant decrease of
basal Ca®* in platelets isolated from a different TRPCS-deficient mouse
strain at resting conditions [38]. Our results show a significant 18.73% de-
creased [Ca® ¥ in platelets lacking TRPC6 at resting conditions (Fig. 1E).
These differences could be explained by different reasons: 1} The
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Fig3.Ca®" entry by TRPCE is not involved in the control of basal [Ca®™ ' | (A) Histograms representing basal [Ca® ' | values from isolated resting WT (black) and KO (grey) platelets in the
presence of 500 uM extracellular Ca® ', as compared to values obtained in the presence of 75 W EGTA already shown in Fig. 1E (open bars), expressed as mean [Ca® ' |, 4 SEM (=51 P
< 0,05, not significant (n.s.), Student's t-test. (B) Representative traces of basal [Ca® ' |. records from isolated resting WT (black) and KO (grey) platelets in the presence of 500 pM extra-
cellular Ca** before and after addition of 50 uM manganese (Mn ') (n = 4). (C) Western blot of total cellular protein lysates extracted from WT platelets. Left lane represents the protein
fraction coimmunoprecipitated with an anti-STIM1 antibody (IP). Right lane contains the 5% total volume of the remaining non-coimmunoprecipitated protein fraction [Non-IP). TRPCG

expression was detected with an anti- TRPCG antibody (n = 3).

intrinsic variance generated by the different genetic background existing
between both murine strains used in both reports. This research group
used a murine madel bearing a silenced TRPCE allele generated by inser-
tion of a selection cassette that replaced the exon 7, while our murine
model equally silences TRPCE but by insertion of the selection cassette
into the exon 4; 2) The different protocols used by hoth groups before
Ca® " measurements. Blood platelet isolation requires total absence of
extracellular Ca** in order to prevent spontaneous platelet activation.
Thus, platelets are routinely isolated in the absence of extracellular
Ca®*, However, this condition might have animpact in platelet Ca®>* ho-
meostasis since there is evidence that the extracellular Ca®* ([Ca®* |}
might condition TRPCE activity [47,48]. Moreover, extracellular Ca”*-
sensing receptor ({aR, also known as CASR) has been found expressed
in platelets [49]. CaR is a surface receplor sensilive to [Ca® "o, and it
has been found linked te TRPCE activity in rat neonatal ventricular
myocytes [50]. In order to prevent altered platelet function due to the ab-
sence of extracellular Ca* ' during the isolation procedure, we previously
incubated platelets in the presence of 50 uM extracellular Ca** for 5 min
at 37 “C before any experiment, which is enough to prevent spontanecus
platelet activation, to avoid any alteration in TRPCG activity and to allow
the compensation of possible intracellular Ca>* loss during the isolation
process. We additionally prevented further stimulation of Ca®>* entry
promoted by spontaneous release of second wave agonists, such as
thromboxane and ADP, by addition of inhibitors such as the cyclooxygen-
ase inhibitor acetylsalicylic acid and apyrase, respectively. These protocol
differences used as compared to Ramanathan et al., together with a suit-
able increase of number of experiments (n = 26) used due to the small
differences found in basal [Ca? | among KO and WT platelets, might ex-
plain these slight differences observed in our study.

Our results indicate the presence of TRPC6 both in the plasma mem-
brane and internal organelles. The fact that simnilar resting [Ca® ™ | were
found in the absence and presence of extracellular Ca®>~ indicates that
the plasma membrane pool of TRPC6 is not involved in the attenuated

basal [Ca* '] observed in KO platelets, being this attributed to the
TRPCE expressed in internal stores. This statement is also based on the
reduced Ca®* leakage rate from the agonist-sensitive stores observed
in KO mice as compared to WT mice. Since the different Ca* ' leak rate
was estimated upon inhibition of SERCA, our results indicate that
TRPLG is located in agonist-sensitive intracellular stores. The presence
of TRPCG in ER-enriched membrane [tactions after subcellular [raction-
ation, which is negative for the plasma membrane marker PMCA, indi-
cated that this intracellular population is mast likely located in the ER.

Thus, our results indicate that TRPCG might have a basal activity in
resting platelets and suggest that TRPCE might have a function in
basal [Ca® ). regulation. Previous evidence found by other groups sup-
ports this idea. For instance, a certain TRPCG basal activity has been re-
ported by whole cell patch clamp in HEK 293 resting cells [51]. The
research work also demonstrated that the N-linked glycosylation of
TRPLG, which is a mechanism implicated in correct protein folding, is
mostly responsible of this tightly basal TRPCG activily regulation, since
remaoval of glycosylation sites by point mutations greatly increases its
basal activity. Another study performed in native rabbit mesenteric
artery vascular smooth muscle cells (VSMCs) showed that TRPC6 func-
tion depends on [Ca®*], [52]. Patch clamp records showed that angio-
tensin ll-induced TRPCE activity increased five-fold in the presence of
the intracellular Ca®* chelator BAPTA compared to untreated cells,
while increased [Ca® . inhibited angiotensin Il-induced TRPC6 channel
activity in inside-out patches, demonstrating that TRPCE activity is
sensitive to [Ca® 7], as it should be expected for a mechanism involved
in basal [Ca®™], regulation. Calmodulin (CaM)} has been shown to
interact and negatively regulate TRPC6 [53-55]. This interaction
depends on [Ca® ], since high concentrations promote CaM-TRPC6
interactions [56].

In summary, our results provide for the first time evidence for a role
of TRPC6 in the maintenance of resting [Ca®*). as a leak channel most
likely located in agonist-sensitive intracellular Ca*" compartments.
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The canonical transient receptor potential-6 (TRPCE} is a receprar-activated non-selective Ca’+ channel regulated
by a variety of modulators such as diacylglycerol, Ca”* fcalmodulin or phasphorylation. The present study is aimed
o investigate whether different situations, such as addic pH, exposure to reactive oxygen species (ROS) or
hypaxic-like conditions modulate TRPCE channel function. Here we show normal agegregation and Ca®* mobiliza
tion stimulated by thrombin in TRPC6 KO platelets; however, DAG (1-oleoyl-Z-acetyl-sn-glycerol )-evoked Ca®*
entry was atlenuated in the absence of TRPCG. Exposure of mouse platelets to acidic pH resulted in abolishment
of thrombin-evoked aggregation and attenuated platelet aggregation induced by thapsigargin (TG} or OAG. Both

[Communricated by B. Coller, MLID,
20 August 2012)

i\;ﬁgm 0AG-induced Ca™* entry and platelet aggregation were greatly attenuated in cells expressing TRPCS channels.
Mouse platelets Exposure of platelets to H, 0, or deferoxamine did nat clearly alter thrombin, TG or OAG-induced platelet aggrega-
Calcium tion. Qur results indicate that TRPCE is sensitive to acidic pH but not to exposure to ROS or hypoxic-like conditions,
Aggregalion which might be involved in the pathogenesis of the altered platelet responsiveness to DAG generating agonists in
pH disorders associated to acidic pH.

DAG © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction are located [89]. However, upon intracellular Ca*" store depletion,

The canonical transient receptor potential-6 (TRPUG) is a receptor-
activated Ca® ' -permeable non-selective cation channel that belongs
to the TRPC subfamily. TRPCE has been found to be expressed in a
variety of cells and fissues including brain, smooth muscle, platelets,
leukocytes and kidney [1-3]. Given the specilic expression of TRPCG,
this channel has been presented as a candidate to play relevant physio-
logical roles. Studies performed in TRPCE KO mice have revealed that
this channel is involved in the regulation of vascular smooth muscle
contraction [4]. In the kidney, TRPCG has been [ound Lo be associated
with the slit diaphragm of podocytes and a gain-of-function TRPCE
mutation is linked to familial focal segmental glomerulosclerosis [5].

TRPCG channels are direclly activated by the second messenger diac-
ylglycerol (DAG) although they have also been found to be regulated by
intracellular Ca® ™ store depletion [2,6]. Furthermore, TRPCG function has
been reported to be modulated by tyrosine or serine phosphorylation as
well as by Ca®*/calmodulin which enhances the channel activity [7].
Consistent with the property of TRPC6 as a DAG-activated non-
capacitative Ca>™ entry, this channel has been found to be associated
with TRPC3 in plasma membrane regions independently of lipid rafts,
where the proteins involved in the capacitative Ca®>* entry signalplex

* Corresponding author at: Department of Physiology, University of Extremadura, Av.
Universidad s/n, Caceres 10003, Spain. Fax: +34 927 25711C.
E-matl address: jarosado@unex.es (J.A. Rosado).

1078-5796/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/.bemd.2013.08.007

TRPCE dissociates with TRPC3 and interacts with STIM1, Orail and
TRPC1, thus suggesting that TRPUG acts as a point of convergence
between capacitative and non-capacitative Ca®' entry pathways in
human platelets [10-12]. The C-terminal calmodulin- and inositol
14,5-trisphosphate receptor-hinding site has been found to play an
important role in the regulation of TRPC6-mediated Ca®* entry and
platelet aggregation induced by thrombin, thus suggesting that this
channel plays a functional role in these cells [13].

In mouse platelets, TRPCG mediates DAG-induced Ca®* influx and
exerls a relevant role in the maintenance of Ca® * homeostasis { Albarran
et al.,, unpublished results}. The role of TRPCE in mouse platelet aggrega-
tion and hemostasis remains controversial with studies suggesting a
lack of relevant role [14] and others reporting a prolonged bleeding
time and increased time for occlusion of injured carotid artery in
TRPC6 KO mice as compared to their wild-type littermates [15].
Previous studies have suggested that while Orail activity is inhibited
by oxidative conditions, TRPC6 is activated by reactive oxygen species
(ROS} [16,17]. In maturated lymphocytes, Orail is replaced by ROS-
insensitive Orai3 to presumably avoid an attenuation of lymphocyte
activity in oxidative inflamed tissues. It has been also suggested that
Orail is sensitive to pH and its activity is reduced at low pH condi-
tions [18]. Orail and TRPC6 have been considered the main channels in-
volved in capacitative and non-capacitative Ca’* influx, respectively
[14,19]. Thus, it is reasonable to study whether TRPCE represents an
alternative pathway for Ca? " entry in case of attenuated Orail activity
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that might happen during oxidative or acidic pH conditions [20] and
gastroduodenal mucosal hemorrhage [ 23], or diseases such as metabolic
syndrome |21, massive bleeding [22] and diabetes |24]. In the present
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study we have investigated the effect of pH and reactive oxygen species
on TRPCG channel function in mouse platelets and its possible relevance
in platelet function.
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Fig. 1. Analysis of aggregation and [Ca®* |. changes in WT and TRPCE KO platelets at pH 7.13. (A)

Time (s)

Waestern blot analysis of TRPCE protein expression in platelets isolated from WT and KO mice

as compared to B-actin (actin ). Representative aggregometry of isolated WT (black) and TRPCE KO (gray) platelets stimulated with .1 U/mL thrombin (Thr) (B), 1 LM TG (D) or 100 pM DAG
(F) in the presence of 1 mM extracellular Ca®*. Analysis of [Ca®*]. changes and intracellular Ca®* mokilization in isolated WT and KO platelets loaded with fura-2. Representative [Ca® ],

traces from isolated WT (black) and KO (gray) platelets stimulated with 0.1 U/mL Thr {C) or 1
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Materials and methods
Materials

OAG, apyrase (grade VII}, acetylsalicylic add, anti-actin polyclonal
antibody, bovine serum albumin (BSA}, calcium chloride, citric acid,
ethyleneglycol-bis(p-aminoethyl}-N,N,N"N'-tetraacetic  acid {EGTA),
glucose, 4-(2-hydroxyethyl}-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES),
sodium citrate, thapsigargin (TG}, thrombin, Trizma® hydrochloride
and Trizma® base were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid}.
Isoflurane (ISOFLO®} was purchased [rom Esteve Velerinaria (Barcelona,
Spain). Complete EDTA-[ree protease inhibilor lablets were purchased
from Roche Pharma AG {(Germany}. Rabbit anti-mTRPCE polyclonal anti-
hody was purchased from Alomaone Labs (Jerusalem, Israel). Horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit IzG antibudy was purchased [(rom
Jackson ImmunoResearch (PA, USA). Hyperfilm ECL was from
Amersham (Buckinghamshire, U.K.}. Enhanced chemiluminescence de-
lection reagents and rabbil anti-mouse IgG were from Pierce (Cheshire,
UK} Western blot nitrocellulose membranes were purchased from
Bio-Rad laboratories (CA, US.A) All other analytical grade reagents
were purchased [rom Sigma-Aldrich (Madrid ).

Animals

TRPCG-deficient (TRPC6 KO} and wild type (WT} mice were pur-
chased from Deltagen, Inc. (San Mateo, (A} through the European
Mouse Mutant Archive (EMMA) networle {B6;129P2-Trpc™ P00/,
http://www.enimanetorg/dellagen/DELTAGEN _T881/). Briefly, murine
TRPCE allele expression was disrupted by substitution of 13 nudeotides
located into the exon four (E4)} with a selection cassette containing an in-
lermal ribosome entry sile, p-galaclosidase and the neomydn resistant
gene. Chimeric mice were backcrossed with C56BI6 mice to obtain the
first generation of heterozygous mice, which were subsequently
intercrossed (o oblain homozygous mice for the Trpes-null allele. All
experiments were conducted on mice between 8 and 12 weelis of age.
Experiments involving animals were conducted in accordance with the
regulations of the local authorities and were approved by the Local Ethical
Committee.

Plutelet prepuration

Mice were bled from the retroorbital plexus under isoflurane anes-
thesia according to the recommendations of the Local Ethical Committee.

Tahle 1

Blood was collected into an Eppendorf tube containing 300 ul. acid cit-
rate dextrose bulfer (ACD, 85 mM sodium citrate, 78 mM dtric acid,
111 mM glucose, pH 7.3}. Blood was centrifuged in a Galaxy 7D centri-
fuge (VWR International, PA, U.S.A.) at 300 xg for 5 min. The superna-
tant was centrifuged again at 100 =g for 5 min Lo obtain platelet rich
plasma (prp). Prp was centrifuged at 600 =g for 5 min in the presence
of acetylsalicylic acid (0.1 pg/mL} and the pellet was resuspended in
Ca® " -free Tyrode’s bufler (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, NaliCO; 12 mM,
MNaH,POy 043 mM, glucose 0.1%, HEPES 5 mM, BSA 0.35%, CaCly 1 mM,
MgCl, 1 mM, pH 7.13) containing apyrase (40 ug/ml).

Western blotting

Western blotting was performed as described previously [10]. Briefly,
total protein lysates were separaled in 8% SDS-PAGE gels and electropho-
retically transferred onto nitrocellulose membranes for subsequent prob-
ing. Blots were blocked with 5% (w/v} BSA in tris-buffered saline {0.05 M
Trizma Base, 0.9% Nadl, pH 8.4} wilth 0.1% Tween 20 (TBST} overnighl.
Immunodetection of TRPCE was achieved using the specific anti-TRPCG
antibody diluted 1:1000 for 2 h at room temperature. Blots were washed
three times for 5 min in TBST, subsequently incubated with a horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody diluted 1:10,000 in TBST for
45 min at room temperature, and then exposed to enhanced chemilumi-
nescence reagents for 4 min. Blols were (then exposed to X-ray films.

Platelet aggregation

Platelets were isolated [rom blood and washed as described above.
Washed platelets were resuspended in Tyrode's buffer and adjusted to
a concentration of 1 x 10° cells/ml. Aggregation of washed platelets
was assessed al 37 °C under stirring conditions at 1200 rpm using a
Chronolog aggregometer {Havertown, Pa, USA) [25]. The amplitude
or percentage of aggregation is estimated as the percentage of light
transmitted across the platelet suspension as platelet dearance and
thrombi formation increases in the presence of agonists. Thus, Tyrode’s
buffer was set as 100% aggregation, while washed resting platelet sus-
pension was sel as 0% aggregalion.

Measurement of [Ca® T,
Washed platelets were loaded with fura-2 by incubation with 2 UM

fura-2/AM for 45 min at 37 “Cinthe absence of extracellular Ca**. Cells
were subsequently washed and resuspended in Tyrode’s buffer

Effect of acidic pH on agonist-induced aggregation in platelets from wild type and TRPCE KO mice.

% Aggregation Rate Lag time (5) Shape change time (s) n
pH 7.13
WT
Thr 0.1 U/mL 7560 + 413 B9.80 + 11.36 560 1 3.36 37.83 4 6.58 5
OAG 100 uM 87.00 + 509 23.33 1+ 563 89.00 + 2190 916.17 + 89.09 6
TG 1 uM 81.00 + 4.11 69.75 + 18.37 19.00 + 5.05 9650 + 13.14 4
TRPC6 KD
Thr 0.1 UfmL 73.00 + 620 77.14 + 6.99 286 + 040 40,89 + 4.38 7
DAG 100 uM 80.50 + 480 20.27 + 4.25 10455 + 12.26 807.50 + 31.11 11
TG 1 UM 82.11 4+ 220 75.78 + 9.06 18.85 + 2.63 149.33 + 1881 g
pH 55
WT
Thr 0.1 UfmL 4.00 + 155° 1.21 + 045° 4254 + 21.19 256.36 + 113.15 [
DAG 100 M 25.22 £ 192° 13.56 =+ 4.01 4478 + 8.43° 349.78 + 76.40° 9
TG 1 uM 26.80 + 895 22.80 + 8.32° 4888 + 2071 370.89 + 167.92 10
TRPC6 KD
Thr 0.1 U/mlL 475 £ 158° 3.08 + 1.63° 6636 + 2473 373817 £ 12468° 11
DAG 100 uM 5542 + 680%F 1467 £ 3.18 6642 + 1559 701.33 + 256.81 12
TG 1 uM 38.78 + 762° 3217 + 7.17° 48.00 + 9.33 195.11 + 44.26 18

Values are represented as mean 4+ SEM.
$ P < 0.05 as compared to untreated WT or TRPCE KD groups.
* P < 0.05 as compared to their respective WT.
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containing apyrase (40 ug/ml). Fura-2 was excited at alternate wave-
lengths of 340 and 380 nm, and the emission fluorescence was
recorded at 505 nm from 600 pl aliquots of magnetically stirred cellular
suspension at 37 "C using a RF-5301PC spectrophatometer {Shimadzu
Corporation, Kyolo, Japan). Changes in [Ca® '], were assessed by the
fura-2 340,380 fluorescence ratio according to Grynkiewicz et al. [26].
Thrombin, TG and OQAG-induced Ca®™ mobhilization was estimated
using the integral of the rise in [Ca® '], for 3 min after their addition tak-
ing a sample every 1 s and was expressed as nh-s |27 28].

Statistical analysis
Data are shown as mean =+ SEM. Analysis of statistical significance

was performed using Student f-test. < 0.05 was considered to be sig-
nificant for a difference.

Resulis

Response to agonists of platelets from wild type and TRPCE KO mice at
pH 7.13

Stimulation of mouse platelets in the presence of 1 mM extracellular
(a®* at a pH of 7.13 with the physiological agonist thrombin (0.1 U/mL}
induces rapid aggregation indicated by a large increase in light transmis-
sion (Fig. 1B). In order to investigate the role of TRPCE in thrombin-
induced platelet aggregation, we performed the experiments in TRPCG
KO mouse platelets. Western blot analysis revealed TRPCS expression
in WT mice, bul absence in TRPC6 KO platelets (Fig. 1A} As shown in
Fig. 1B and Table 1, platelet stimulation with 0.1 U/mL thrombin induced
a similar aggregation in TRPCEG KO mice than in WT subjects. Since TRPCG
is a Ca® ' -permeable channel, we further explored the effect of TRPCG in

pH=5.5 pH=7.13
A B
100 100+
. —wr g —wr
'E" KO "E'  — KO
=] 8
% s0- 8 50
E OAG OAG E Acid
= Thll' [ l c Thr
= T 5 \
=l | o |
UM T A -1
0 3000 6000 0 1000
Time (s) Time (s)
pH=5.5
C
100 _ 100+
z Ca®* (1mM) — WT = ca®* (1mM) — WT
= KO c KO
8 8
2 s0- g 50
E TG
2 l o OAG
g E |\
£ o ‘T‘(/__—_ E o
= S
e | | e E— a—
0 1000 0 2000 4000 &0DO
Time (s) Time (s)
B pH55
[ pH7.13

Percent aggregation (%) M

N B o «©
o =3 o o o
"

WT KO

Fig. 2. Effect of acidic pH on agonist-induced aggregation in platelets from WT and TRPCE KO mice. Platelets from WT {t:lack) and TRPCE KO (gray) mice were stimulated at pH 5.5 with
0.1 U/mL thrombin [Thr) followed by addition of 100 LM DAG (A), 1 (M TG (C) or 100 uM DAG (D) in the presence of 1 mM extracellular Ca®*, or treated at pH 7.13 with Thr that had
been previously suspended in buffer at pH 5.5 (B). Platelet aggregation was determined as described in Materials and methods. Overlapped histograms represent aggregation amplitudes

in the presence of DAG expressed as mean £ SEM (E); *P < 0.05, Student t-test.
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thrombin-stimulated Ca* " mobilization. In the absence of external Ca* "
(75 UM EGTA added), thrombin induced a transient increase in [Ca® ¥,
due to Ca®* release from the intracellular stores. Subsequent readdition
of Ca®* o the medium resulted in a rapid increase in [Ca® *]. indicative
of Ca®* influx. As depicted in Fig. 1C, thrombin-evoked Ca** release
and Ca®* entry were similar in platelets from WT and TRPC6 KO mice
{n =7; P> 0.05).

Thrombin has been reported to aclivate both capacitative and non-
capacitative Ca®* entry [29], and TRPC6 has been found to participate
in both Ca®* influx mechanisms in human platelets [11,12]. In order
o explore whether TRPCG is involved in platelet aggregation in re-
sponse to capacitative and non-capacitative Ca®* entry, we used the
classic capacitative Ca®* entry activator, TG, and non-capacitative
Ca® " influx activator, OAG [30]. As shown in Fig. 1D and Table 1, platelet
treatment with TG (1 uM} resulted in rapid aggregation that was
unaltered in platelets from TRPCG KO mice. Similarly, both Ca®* release
and capacitative Ca* ' entry induced by TG were found Lo be compara-
ble in platelets from WT and TRPCE KO mice (n = 5; P = 0.05) (Fig. 1E}.
Interestingly, OAG-mediated Ca® ¥ entry in the presence of 500 UM ex-
tracellular Ca® " was found (o be significantly greater in platelets from
WT mice than in those from TRPC6 KO subjects {(Fig. 1G; n = 6;
P =005}, thus suggesting that TRPC6 is important for OAG-evoked
(a®* mobilization, although the different Ca®* mobilization was not
reflecled in an attenualion in OAG-stimulated platelet aggregalion
{Fig. 1F and Table 1}.

Response to agonists of platelets from wild type and TRPCE KO mice at
pH 55

We have further explored whether platelet responses are sensitive
to acidic pH in mice. At pH 5.5 platelet aggregation stimulated by
thrombin was abolished in platelets from WT and TRPC6 KO mice
(Fig. 2A and Table 1}; subsequent addition of OAG stimulated platelet
aggregation, thus indicating that platelets were functional. In order to
investigate whether this effect was due to the inactivation of thrombin
at pH 5.5 we repeated the experiments using thrombin that had previ-
ously been resuspended at pH 5.5 and then added to platelets
suspended in Tyrode's buffer at pH 7.13. As depicted in Fig. 2B, stimula-
tion with thrombin previously suspended in acidic medium did not
significantly alter platelet aggregation as compared to the treatment
with thrombin suspended at pH 7.13 in WT and TRPC6 KO mice
(Fig. 1A). TG was also able to induce platelet aggregation (Fig. 2C)
although the responses in WT and TRPC6 KO were significantly attenu-
ated as compared with those obtained at pH 7.13 (Fig. 2C and Table 1;
P < 0.05). These findings suggest that low pH affects either the

thrombin receptors themselves or the immediate signaling mecha-
nisms, since OAG was able to activate aggregation.

Platelet aggregation with OAG was significantly attenuated atpH 5.5
(Fig. 2D and Table 1; P < 0.05); however, interestingly, the amplitude of
aggregation was found o be significantly greater in platelets from
TRPCS KO mice than in WT (Fig. 2D and E, and Table 1; P < 0.05). At
pH 5.5, DAG induced a sustained increase in [Ca® ™). that was found to
be significantly attenuated, as compared to the response at pH 7.13, in
the case of platelets from WT mice (Fig. 3; n = 5; P < 0.05) but not in
TRPUG KO mice, where OAG-evoked response was insensitive to the
pH change; thus suggesting that TRPCG might be sensitive Lo low pIl.

Effect of hydrogen peraxide and deferoxamine on agonist induced platelet
ugzregation in wild type und TRPC6 KO mice

We have previously reported a role for ROS in human platelet func-
tion [31-33] and, as previously mentioned, it has been suggested that
TRPCS is activated by ROS [16,17]. Hence, we have explored whether
H.(), alters agonist-stimulated platelet aggregation in WT and TRPCG
KO mice in order Lo ascertain the sensitivity of TRPC6 to ROS. H20,
{10 or 100 uM} was added 1 min before cell stimulation and platelet
aggregation was estimated as described in Materials and methods. As
shown in Fig. 4A-F and Table 2, treatment of platelets from WT mice
with 10 or 100 UM H20-2 did not significantly alter either the amplitude,
lag-time or the rate of aggregation stimulated with thrombin, TG or
QAG, but shortened the shape change time induced by OAG. Similar re-
sults were observed in platelets from TRPC6 KO mice, which reported
basically the same responses to agonists than those from WT mice.
These findings suggest that platelet aggregation is not sensitive to ROS
and confirm that TRPCG is not essential for platelet aggregation in mice.

Since we have reported above that TRPCE function is affected by
addic pH, which might play a relevant role in OAG-induced platelet
aggregation, we have further explored the role of TRPC6 in other
pathological situations such as hypoxia. Hypoxic-like conditions could
be reproduced by the reduction of bioavailable iron via chelation
by deferoxamine, an agent that increases the activity of hypoxia-
inducible factors [34,35]. Cells were treated with 100 UM deferoxamine
and 10 min later stimulated with thrombin, TG or OAG. As depicted in
Fig. 4G-I and Table 2, deferoxamine significantly attenuated TG-
induced platelet aggregation but did not significantly alter platelet
aggregation induced by thrombin or OAG both in WT and TRPC6 mice.

Discussion

Electrophysiological and pharmacological studies in megakaryo-
cytes stimulated by the physiological agonist ADP have revealed a
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Fig. 4. Effect of hydrogen peroxide and deferoxamine on agonist induced platelet aggregation in wild type and TRPCE KO mice. Platelets from WT (black) and TRPCE KO (gray) mice were
suspended in buffer at pH 7.13 and treated for 1 min with either 10 pM H>0-, 100 uM H>0> or for 10 min with 100 pM deferoxamine, as indicated. Platelets were then stimulated with
0.1 U/mL thrombin (Thr) (A, D, G), 1 LM TG (B, E, H) or 100 uM OAG (C, F, 1) in the presence of 1 mM Ca®*. Aggregation was determined as described in Materials and methods.

major role for TRPCG in G-protein-coupled receptor-dependent Ca®™
influx in these cells [36]. In human platelets, TRPC6 has been reported
to be highly expressed as compared to other TRPC channels [37]. Fur-
thermore, TRPCG has been found to be regulated by phosphorylation
mediated by cAMP-dependent protein kinase, which inhibits Ca®+
entry induced by the physiological agonist thrombin, while having no
effect on cation entry induced by the DAG analog OAG. In addition,
TRPC6 has been reported to be regulated by phosphoinositides such as

114

phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate or phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate, which enhance Ca?™ influx in human platelets and
other cell types through the activation of TRPC6 [2,38].

In the present study we have explored the role of TRPC6 in mouse
platelets subjected to different experimental conditions, such as acidic
pH, ROS exposure or hypoxic-like situation. Our results indicate that at
normal conditions, the expression of TRPC6 is not required for Ca>* mo-
bilization and aggregation induced either by thrombin or TG. However,
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Tahle 2

Effect of Ha0, and defernxamine on agonist-induced aggregation in platelets from wild type and TRPCE KO mice.

% Aggregation Rate Lag time (5) Shape change time (s) n

WT

Thr 7560 + 413 6080 + 1136 560 + 336 3783 1 638 G
Thr + Hz0y 10 puM 7733 + 755 D100 + 946 450 + 0.89 57.33 + 2367 G
Thr + Hz0z 100 1M 8200 + 832 97.75 + 1419 300+ LOG 4200 + 826 4
Thr + Def. 100 1M 83.80 £ G.09 8920 £ 902 240 £ 040 2160 £ 3491 5
OAG 87.00 £ 5.09 2333 £ 563 8900 £ 2180 916.17 4+ 89.0% G
OAG + H0 10 M 82.14 £ 6.72 17.14 £+ 263 SG.00 £ 2118 500,86 + 9243° 7
OAG 4+ H.0, 100 1M 7711 £ 543 1822 £ 279 7178 £ 1466 48340 + 65.34° 11
OAG 4+ Def 100 pM 83.00 £ 555 2180 £ 312 G40 £ 17.04 G12.00 + 61.17° 5
T H1OO £+ 411 BY9.7/5 £ THAY 19.00 = 5.05 9650 £ 1314 4
TG+ Halk 10 G743 £ 477 E4.43 £ 641 1474 £ 1.91 J000 £ 5896 7
TG+ Halks 100 uM H5.H9 £+ 1./4 10493 £ 4494 975 £ 154 ST6T £ 3R3F 12
TG + Del 100 pM THIOO £ 518 Y1HD £ 505 1400 = 148 S9.HD £+ 1043 5
TRFCE KO

Thr 73.00 + 6.20 77,14 4 699 286 + 040 4089 + 438 8
Thr + Hz0y 10 puM 7500 + 635 0238 4 9.39 400 + 053 3675 + 540 8
Thr + Hy0, 100 1M 9125 + 8.00 12000 + 13.66° 325 + 095 57.50 1 3.21° 4
Thr + Def. 100 1M 6940 + 6.14 7640 + 4591 340 + 140 17.20 + 2.03° 3
OAG 8050 + 490 2027 4 425 10455 + 1226 BO7.50 + 3L11 11
OAG + H0 10 M 78.63 £ 578 1575 4+ 241 11500 £ 3330 G47.75 £ 7677 a
OAG 4+ H.0, 100 1M 78.56 £ 5.13 2232 £ 4385 280 + 1143 521.89 + 55.30¢ 11
OAG 4+ Def 100 pM 7483 £ 746 3483 £+ 1210 8325 £+ 2684 54520 + 7597 G
TG 82.11 £ 2.20 7578 £ 906 1889 + 263 14833 + 1881 E
TC + HaOs 10 1M 7362 £335 9846 + G.G7 1246 + 1.38° 7038 £ 211° 13
TG + Halk 100 uM THEY £ 1R 10533 £ &O0 PR £ 1.53 4722 + 1076 iy
TG + Del 100 pM BT + 3.97F K114 £ 5.01 1167 £ 128 TSHEY £ 903° 13

Values are represented as mean £ SEM.
fpe005as compared to untreated WT or KO groups.
* < 0,05 as compared Lo Lheir respective W

TRPCG plays a relevant role in OAG-stimulated non-capacitative Ca*'

entry, although this role is not reflected in a reduction in platelet aggre-
gation. While exposure to ROS or hypoxic-like conditions did not clearly
alter platelet aggregation induced by the physiological agonist thrombin
neither report any sensitivity of TRPCS o these conditions, and at low
pH platelet aggregation stimulated by thrombin was abolished. Under
these conditions, the response to Ca® ™ store depletion by TG or DAG,
events generaled downstream of thrombin receptor activation, resulted
inattenuation but not abolishment. Since thrombin per se was not found
to be inactivated at acidic pH our results indicate that thrombin recep-
lors in mouse platelets or the signaling molecules upstream ol DAG or
inositol 14,5-trisphosphate (IP3 )} generation are sensitive to extracellu-
lar pH. Interestingly, despite that at acidic pH QAG-evoked platelet ag-
gregation was reduced in WT and TRPC6 KO mice, the effect was
significantly greater in platelets expressing TRPC6 (WT}, thus
suggesting that TRPCE is inactivated at acidic pH. This finding was con-
firmed by the analysis of OAG-induced Ca®* entry at pH 5.5 in platelets
fromn WT and TRPCE KO mice, which revealed that in the absence of
TRPCG the remaining Ca®* eniry induced by QAG was insensitive to
acidic pH; thus suggesting that Ca®* entry by OAG exhibits two compo-
nents: a pH sensilive element, consisting of/containing TRPCG subunits
and a second, yet unidentified, pH insensitive component. Summariz-
ing, our results indicate that TRPCE function is attenuared by acidic pH
while it is insensitive to ROS exposure or hypoxic-like conditions in
mouse platelets, which should be taken into account in the study of
the underlying mechanisms of disorders associated to respiratory or
metabolic acidosis.
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STIM1 regulates TRPC6 heteromultimerization and subcellular location

Letizia ALBARRAN™, Natalia DIONISIO*, Esther LOPEZ*, Ginés M. SALIDO*, Pedro C. REDONDO* and Juan A. ROSADO*!
*Department of Physiology, Cell Physiology Research Group, University of Extremadura, 10003 Céceres, Spain

STIMI (stromal interaction molecule 1) regulates store-operated
channels in the plasma membrane, but the regulation of TRPC
(transient receptor potential canonical) heteromultimerization and
location by STIM1 is poorly understood. STIM1 is a single
transmembrane protein that communicates the filling state of
the endoplasmic reticulum to store-operated channels. STIM1
has been reported to regulate the activity of all of the TRPC
family members, except TRPC7. TRPC6 has been predominantly
associated to second messenger-activated Ca®' entry pathways.
In the present paper we report that STIM1 regulates the expression
of TRPC6 in the plasma membrane and evokes translocation of
this channel to the endoplasmic reticulum. Attenuation of TRPC6
expression in the plasma membrane resulted in a reduction in the
association of this channel with TRPC1 and TRPC3. We have

found that expression of TRPC6 in the endoplasmic reticulum
results in an increase in the passive Ca’* efflux and basal
cytosolic Ca*™ concentration, but not in the ability of cells to
accumulate Ca®* into the endoplasmic reticulum. We propose a
novel mechanism for the regulation of TRPC6 channel location
and function by STIMI, probably as a mechanism to modulate
second messenger-operated Ca?* entry while potentiating store-
operated Ca** influx.

Key words: Ca’* influx, endoplasmic reticulum, plasma
membrane, stromal interaction molecule 1 (STIM1), transient
receptor potential canonical (TRPC) channel, TRPC6.

INTRODUCTION

STIM1 (stromal interaction molecule 1) is a Ca’" sensor located
in the ER (endoplasmic reticulum) [1,2] and other agonist-
sensilive Ca®* compartments, such as acidic Ca** stores [3] that
communicates the filling state of the intracellular Ca*" stores to
plasma membrane Ca®* -permeable channels [4-6]. Discharge of
the intracellular Ca* stores leads to a conformational change
in STIM1 [7,8] that results in the activation of Ca’** influx
by a mechanism called capacitative or store-operated Ca’*
entry (SOCE), a relevant pathway in receptor-mediated Ca’*
signals. At least two types of store-operated Ca®* currents have
been described: the Ca®*-selective fepae current mediated by
members of the Orai family of proteins [9-13] and the non-
selective Ca’* -permeable [soc currents mediated by members
of the TRPC (transient receptor potential canonical) channel
family [14,15].

The mammalian TRP (transient receptor potential) superfamily
of cation-permeable channels is organized into seven subfamilies:
TRPC, TRPV (transient receptor potential vanilloid), TRPM
(transient receptor potential melastatin), TRPN (transient receptor
potential no mechanoreceptor potential), TRPA (transient receptor
potential ankyrin), TRPP (transient receptor potential polycystin)
and TRPML (transient receptor potential mucolipin). TRP
channels show a great diversity in their ionic selectivity and
activation mechanisms. The first mammalian homologue of
Drosophila TRPsidentified was TRPC1[16,17]. Since then, seven
members of the TRPC family of proteins have been described
(TRPCI-TRPC7) [18]. All TRPC family members are gated by
receptor occupation and activation of phospholipase C and distinct

TRPC members, especially TRPC1, but also TRPC4 and TRPCS,
have been reported to be activated by Ca®* store depletion in
different cell types [19,20]. TRPCG has been widely demonstrated
to be involved in receptor-activated DAG (diacylglycerol)-
mediated cation entry [21]; however, there is a growing body
of evidence supporting a role for TRPC6 in SOCE [22,23] and we
have reported that TRPC6 might act as a store-operated or DAG-
activated channel in the same cell type depending on the activation
mechanism and association/dissociation with the STIM1-linked
signalplex [24].

STIM1 has been reported to associate with TRPC1, TRPC2,
TRPC4, TRPCS [6,25] and TRPC6 [24.26] and not with
TRPC3 and TRPC7 [6]. STIM1 gates TRPCI by intermolecular
electrostatic interaction, which involves interaction between
two conserved negatively charged aspartate residues in TRPC1
(residues 639 and 640) and two positively charged lysine residues
located in the polybasic domain of STIMI (residues 684 and
685) [27]. STIMI directly or indirectly regulates all of the TRPC
proteins except TRPC7. STIM1 has been reported to directly
associate to and regulate TRPC1, TRPC4 and TRPCS. On the
other hand, co-immunoprecipitation experiments have revealed
that indirect regulation of TRPC3 and TRPC6 by STIM1 depends
on their coupling with STIMI-regulated TRPC1 and TRPC4
proteins respectively [28].

In the present study we have investigated the role of STIM1 in
membrane expression and heteromultimerization of TRPC
proteins. We show that transient expression of STIM1 in NG115-
401L cells, which express a negligible amount of endogenous
STIM1, results in dissociation of TRPC1 and TRPC3 from
TRPC6, most likely due to translocation of TRPC6 from the

Abbreviations: [Ca’*],,

cytosolic free calcium concentration; DAG, diacylglycerol; ER, endoplasmic reticulum; fura 2/AM, fura 2 acetoxymethyl

ester; HBS, Hepes-buffered saline; sulfo-NHS-LC-biotin, sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido)hexanocate; PMCA, plasma-membrane Ca’ t -ATPase; SERCA,
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca’+ -ATPase; SOCE, store-operated Ca’* entry; STIM1, stromal interaction melecule 1; TBST, TBS with Tween 20;
TG, thapsigargin; TRF, transient receptor potential; TRPC, transient receptor potential canonical; TRPM, transient receptor potential melastatin; TRPV,

transient receptor potential vanilloid.
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plasma membrane to the ER. Therefore, STIM1 modulates the
subcellular location and function of TRPC6.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Fura 2/AM (fura 2 acetoxymethyl ester) and calcein were from
Invitrogen. TG (thapsigargin), Nonidet P40, SDS, anti-actin
polyclonal antibody, BSA, calcium chloride, EGTA, glucose,
Hepes, DAPI, anti-Orail antibody, Trizma® base and ER isolation
kit were purchased from Sigma-Aldrich. Complete EDTA-free
protease inhibitor tablets were purchased from Roche. Mouse
anti-STIM1 antibody was from BD Transduction Laboratories.
Rabbit anti-TRPC1 and rabbit anti-TRPC6 polyclonal antibodies
were purchased from Alomone Labs. Rabbit anti-TRPC3
antibody and mouse anti-SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum Ca’+-ATPase) antibody was from Abcam. Anti-
PMCA (plasma-membrane Ca?+-ATPase) antibody was from
Affinity Bioreagents. Horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit IgG and anti-mouse antibodies were purchased from
Jackson ImmunoResearch. Protein A-conjugated agarose beads
were purchased from Millipore. Enhanced chemiluminiscence
detection reagents were from Pierce. Western blot nitrocellulose
membranes and Transfectin™ Lipid Reagent were from Bio-Rad
Laboratories. Ez-Link sulfo-NHS-LC-biotin [sulfosuccinimidyl-
6'-(biotinamido)hexanoate] and streptavidin-conjugated agarose
beads were purchased from Thermo Fisher Scientific. All other
reagents were of analytical grade.

Cell culture and transfection

NG115-401L and SH-SY5Y cell lines were obtained from the
A.T.C.C. (Manassas, VA, U.S.A), cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, and supplemented with 10 % heat-inactivated
FBS in a 37°C incubator with 5% CO,.

At the time of the experiments, cells were suspended in
HBS (Hepes-buffered saline) (pH 7.45) containing 145 mM NaCl,
10 mM Hepes, 10 mM D-glucose, 5 mM KCl and 1 mM MgSQ,,
supplemented with 0.1 % BSA.

Cell transfection with pHluorin-STIM1 was performed using
Transfectin™ Lipid Reagent following the manufacturer’s
instructions using the pHluorin-STIM1 provided by Dr Pingyong
Xu. These sequences were synthesized and hybridized as
described previously [29].

Measurement of cylosolic free calcium concentration ([Ca?* ];)

Washed cells were loaded with fura 2 by incubation with 2 uM
fura 2/AM for 45 min at 37°C in the absence of extracellular
Ca?*. Cells were subsequently washed and suspended in HBS.
Fluorescence was recorded from 2 ml aliquots of magnetically
stirred cell suspension (2 x 10° cells/ml) at 37°C using an RF-
5301 spectrophotometer (Shimadzu) with excitation wavelengths
of 340 and 380 nm and emission at 505 nm. Changes in [Ca?*],
were assessed by the fura 2 340/380 fluorescence ratio according
to the method of Grynkiewicz et al. [30]. Cat release was
estimated using the integral of the rise in [Ca2t], for 150 s after
addition of TG, taking a sample every second and expressed as
nM-s~! [24]. To compare the rate of Ca*+ efflux from the TG-
sensitive stores in the absence of extracellular Ca’*, traces were
fitted to the equation y = Ax + B, where A is the slope of the curve
[31].
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Determination of changes in [Ca?t]. in single cells was
performed by epifluorescence microscopy (Nikon Diaphot T200)
at room temperature using fura 2. Fura 2-loaded cells were
placed in a perfusion chamber. Cells were illuminated with
a monochromator (Polychrome IV, Photonics) at 340-380 nm,
and the emitted fluorescence at 515 nm was captured with a
digital camera (Hisca CCD C-6790, Hamamatsu Photonics) and
recorded using dedicated software (Aquacosmos 2.6, Hamamatsu
Photonics). Changes in [Ca?* ], recorded with fura 2 are expressed
in relation to initial fluorescence after subtraction of background
(F/F,).

Biotinylation of membrane proteins

NG115-401L cells grown in 75-cm?® tissue culture dishes were
washed three times with HBS (without added serum or protein).
Soéercen’s buffer (3 ml) (16 mM Na,HPO, and 114 mM NaH,PQ,,
pH 7.0) containing 2.5 mg EZ-Link sulfo-NHS-LC-biotin was
added, and cells were incubated at 4°C for 1 h. The biotinylation
reaction was terminated by addition of Tris-base to a final
concentration of 33 mM. Following biotinylation, cells were
washed twice in SGercen’s buffer, disrupted using Nonidet P40
buffer and sonicated. Cells were harvested by centrifugation
(16000 g for 5 min at4°C). Samples were incubated with 25 gl of
streptavidin beads overnight at 4 °C, centrifuged and resuspended
in Laemmli buffer for subsequent analysis by Western blotting.

Subcellular fractionation and ER isolation

Cells were isolated from tissue culture dishes and washed three
times with HBS (without added serum or protein). Washed
cells were pulled and ER membranes were isolated with an
ER isolation kit (Sigma). The whole procedure was performed
at 4°C. Briefly, pulled cells were suspended in a hypotonic
buffer for 20 min, centrifuged at 600 g and suspended in an
isotonic buffer. Cell membranes were disrupted using a Dounce
homogeneizer, and unbroken cells were removed by 10 min of
centrifugation at 1000 g. The mitochondrial fraction was removed
from the supernatant by 15 min of centrifugation at 12000 g. The
microsomal fraction containing ER membranes was precipitated
and separated from the supernatant by ultracentrifugation for
1h at 100000 g. The pelleted microsomal fraction was washed,
resuspended again in isotonic buffer, and ER membranes were
further purified from this fraction by Optiprep density gradient
separation at 150000g for 3h (from top to bottom, 1.6ml
15 %, 0.6 ml 20 % mixed microsomal fraction and 0.8 ml 30 %
Optiprep). The different fractions were separated by SDS/PAGE
and probed with antibodies against TRPC6 and STIM?2.

Immunoptecipitation and Western blotting

Immunoprecipitation and Western blotting were performed as
described previously [32]. Briefly, 500 @l aliquots of cell
suspension (2 x 10° cells/ml) were lysed with an equal volume
of lysis buffer (pH 8) containing 274 mM NaCl, 40 mM Tris,
4mM EGTA, 20 % glycerol, 1% Nonidet P40, 2 mM Na; VO,
and complete EDTA-free proteage inhibitor tablets. Cell debrig
was removed by centrifugation at 15000 g for 30 min at 4°C. For
the immunoprecipitation assay, aliquots of cell lysates (1 ml) were
incubated with 2 jug of anti-TRPC6 or anti-TRPC3 polyclonal
antibodies and 25 ul of Protein A-conjugated agarose beads
overnight at 4°C on a rocking platform. Total protein and
immunoprecipitated lysates were resolved by SDS/PAGE (8 %
gel) and separated proteins were electrophoretically transferred
on to nitrocellulose membranes for subsequent probing. Blots
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Figure 1

Expression of STIM1 in NG115-401L cells and effect of STIM1 overexpression in TG-induced Ca*+ entry

(A)Festing NG115-4011 and SH-SY5Y cellawere lysedand subjected to Western blotanalysis using ananti-STIMT antibody. Membranes were reprobed with ananti-act nantibodyfor proteinloading
control. Histograms represent STIM1 expreasion in NG115-401L and SH-SY5Y oells, expressed as means + S.E.W. of thres separate determinations. ™ F < 0.01 compared with MG115-401L calls.
IMalecular massesare indicated in kDa. (B) NG115-401L ells were transfected with STIM1, as indicated, and used after 45 h for protein defection. Western blotting shows the expression levels of
STIMA, which was significantly increased in lysates fram oalls transfected with STIMT. Membranes were raprobed with anti-actin antibody for protein loading cantrol. Histograrms represent STIMA
expression in NG115-401L and STINT Aranstected NGT15-401L calls, expressed as means £+ 5.E.M. of three separale experiments. ™ F = 0.01 compared with NGT15-401L cells fransfected with
armpty vector (G and E) Wild-type NG115-401L oalls and STIMT -cxprassing NE115-4011 oalls were |nadad with fura 2 and treated in a Ca? + -frea meadium (150 .M EGTA was added) with vahicle
{DMSC: Chor 1 g TG Changes in [Ca?+ ], were monitored using the 340/280 nm ratio and traces were calibrated in tarms of [ Ca? +];. Trams are raprasentative of 14 independent experiments.
DINGI15-401L cells were ransiected with pHIuorin-5TIM1 {green; upper panels) or empty vecior {lower panels). Muclei were stained with DAP (blus). Flunrespence was defected using a confocal
microscopeas described inthe WMaterials and methods saction. Images shown are representative of three separale experiments.

were incubated ovemight with 109% BSA in TBST (TBS
with 0.19% Tween 20) to block residual protein-binding sites.
Immunodetection of TRPC1, TRPC6, TRPC3, Orail, STIMI,
STIM?2 and actin was achieved using the anti-TRPC1, the anti-
TRPC6 or the anti-Orail polyclonal antibody diluted 1:1000 in
TBST for 2h at room temperature, the anti-TRPC3, anti-STIM1
or anti-STIM?2 antibodies diluted 1:2000, 1:1000 and 1:400
respectively in TBST overnight at 4°C, or the anti-actin antibody
diluted 1:1000 in TBST for 1 h at room temperature. The primary
antibody was removed and blots were washed six times for
5min each with TBST. To detect the primary antibody, blots
were incubated with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit IgG antibody or horseradish peroxidase-conjugated goat
anti-mouse IgG antibody diluted 1:10000 in TBST and then
exposed to enhanced chemiluminescence reagents for 1 min.
Blots were then scanned with the Li-Cor C-digit® blot scanner.
The density of bands on the film was measured using scanning
densitometry.

Confocal microscopy

NG115401L cells were transfected with pHluorin-STIM1 or
empty vector as indicated abowve and then samples were mounted
on to coverslips. The images were taken in live cells at room

temperature using a dual confocal microscope (He-Ne and argon;
Bio-Rad Laboratories).

Statistical analysis

Analysis of statistical significance was performed using the
Student’s ¢ test. F < 0.05 was considered to be significant.

RESULTS

Expression of STIM1 in NG115-401L cells

To investigate the role of STIM1in TRPC association we
used the mouse neuroblastoma x rat glioma hybrid NG115-401L1
cell, which has been demonstrated to endogenously express a
negligible amount of STIM1 [33]. As expected, in this cell type,
Western blotting using a specific anti-3TIM1 antibody was unable
to detect STIM1 under conditions in which we were able to detect
STIM1 protein expression in the human neuroblastoma cell line
SH-SYS5Y (Figure 1A;» = 3), which was used as a positive conirol
for where STIM1 has been detected previously [4].

In the absence of extracellular Ca®*, treatment of fura 2-loaded
NG115-401L cells in stirred cuvettes at 37 °C with the SERCA
inhibitor TG (1 uM) to induce SOCE by passive Ca** store
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Figure 2 Role of STIM1 on TRPC1, TRPC3, TRPCG and Orai1 membrane expression

MGT12-101L cells wete transfected with STIMA, as indicated, and used after 48 h. Cells were stimulated for 3 min with TG {1 M) in the pressnos of 1 mivi Ca?+ or left untreated. Stimulation
was terminated in ice-cold Sbercen’s buffer, and cell surface proteins were labelled by biotinylation, as described in the Materials and methods section. Labelled proteins were extracted with
straptavidin-coated agarnse beads and analysad by SDS/PAGE and Western blatting using anti-TRPCT (A), arti-TRPC3 (B), anti-TRPCE (C) or anti-Orai1 (D) antibody (ab). Histograms i ndicate
quantification of cell surface proteins. These results are representative of four to aix independent experiments. Results are expressed as means +5. EM. and presented as percentage of control
(non-stimulated and non-fransfected cells). *F < 0.05 compared with NG1HS-401L cells transkected with empty vector #F < 0.05 compared with control (cells not treated with TS) s, not

significant. PM, plasma membrane. Molecular masses are indicated in kDa.

discharge resulted in a transient increase in [Ca®*].. Subsequent
addition of Ca** to the extracellular medium resulted in a
sustained but small rise in [Ca®*], that was not significantly
greater than that observed in cells pretreated with vehicle (DMSO)
instead of TG (Figures 1C and 1E; n = 14); thus suggesting that
this Ca®* signal was constitutive, as described previously [33].
In order to explore the role of STIM1 in TRPC biology,
we overexpressed STIM1 in NG115401L cells. As depicted in
Figure 1{B), cell transfection with pHluorin-STIM1 significantly
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enhanced the expression of STIM1 in NG115401L cells. As
expected in resting cells, when expressed in NG115-401L
cells, fluorescently tagged pHluorin-STIM1 showed cytosolic
distribution with no detection of puncta formation (Figure 1D).
Next, we explored whether overexpression of STIMI inthesecells
was able to rescue SOCE. As shown in Figure 1(E), TG-induced
Ca®* entry was significantly greater in cells overexpressing
STIM1 than in wild-type NG115-401L cells (P < 0.05, Student’s
¢ test; n=14). STIM1 overexpression had no significant effect
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different experimental conditions. These results ars representative of six independent expeariments. Results are expressed as means 4+ 5 E M. and presented as percentange of cantrol inon-stimulated
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on the accumulation of Ca®* into the TG-sensitive stores as
demonstrated by the similar extent of Ca®* released upon
treatment with TG in wild-type and STIM1-expressing cells (the
integral of the rise in [Ca’*]. above basal for 150 s after the
addition of TG, taking data every 1s, was 3128+ 418 nM.s~!
in wild-type cells and 34424 374nM-s~! in STIM1-expressing
cells). In addition, we found that basal [Ca®**], wag significantly
higher in STIM1-expressing NG115-401L cells (42.1 + 4.6 nM)
than in their respective controls (wild-type cells: 29.6 + 4.1 nM;
P <005 n=14).

Effect of STIM1 overexpression in the plasma membrane location
of TRPC and Orail channels in NG115-401L cells

In order to investigate whether STIM1 plays a role in the
surface expression of TRPC channels, we investigated the location
of TRPC1, TRPC3 and TRPCéin the plasma membrane by
biotinylation in wild-type and STIMI-overexpressing NG115-
4011 cells. Biotinylation of membrane proteins was performed in
resting cells and cells treated with TG inorder to ascertain whether
store depletion has any implication in the surface expression
of TRPC proteins. As depicted in Figure 2, the expression of
TRPC1, TRPC3 and TRPC6 and Orail in the plasma membrane
was clearly detectable at resting conditions (n=4). Treatment
of NG115-401L cells with 1 #M TG for 3 min significantly
enhanced TRPC1 expression in the plasma membrane (7 < 0.05,
Student’s ¢ test; n=6), as previously described [34], but has
a negligible effect, if any, on the surface location of TRPC3
and TRPC6 or Orail (F ==0.05, Student’s ¢ test; n = 4). STIM1
overexpression increased the expression of TRPC1 in the plasma

membrane (P < (.05, Student’s ¢ test; n =6), as predicted in
the model published by Ambudkar’s group [34], but did not
significantly alter TRPC3 or Orail membrane expression both
in the absence or presence of TG (Figure 2; P = 0.05, Student’s
¢ test; n—=4). However, the surface expression of TRPC6 was
significantly attenuated in STIM 1 -overexpressing cells (Figure 2;
P < 0.05, Student’s ¢ test; » =4). These findings support arole for
STIM1 in the surface expression of TRPC6 chamnels.

Effect of STIM1 overexpression in the association of TRPC
channels in NG115-401L cells

Multimerization of TRP chamels has been described both
in Drosophila [35] and mammalian cells [36]. In the latter,
inhibition of STIM1 function, either by knockdown of STIM1
with siRNA or by expressing the dominant-negative AERM-
STIM1D76A, has revealed that STIM1 plays a relevant role
in the regulation of TRPC3 and TRPC6 channel function,
indirectly through their heteromultimerization with the STIM1-
associated TRPC1 and TRPC4 respectively [28]. We hawe
also previously demonstrated the association of TRPCé with
STIM1 and TRPC1 or TRPC3 upon Ca’* store depletion
or stimulation with DAG analogues respectively [24,37,38].
Hence, we now investigated the association between TRPCI,
TRPC3 and TRPCéin wildtype NGL15-401L cells, mostly
lacking STIM1, and STIM1-overexpressing NG115-401L cells
by looking for co-immunoprecipitation between these proteins.
Again, we performed the experiments in resting cells and cells
treated with TG in order to ascertain whether store depletion
plays any role in the multimerization of TRPC channels.
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as compared with cells transfected with empty vector. Molecular masses are indicated in kDa.

As depicted in Figure 3, a detectable co-immunoprecipitation
was observed between TRPC6 arnd both TRPCI and TRPC3 in
resting cells (» = 6). The association of TRPC6 with TRPC1 and
TRPC3 was not modified by treatment for 3 min with 1 oM TG,
which was able to induce extensive Ca®* store depletion as shown
in Figure 1, thus suggesting that store depletion is not relevant
for the association between these proteins in NG115-401L cells.
Overexpression of STIM1 in NG115-401L cells resulted in a
significant attenuation of the association between TRPCé and
both TRPC1 and TRPC3 (Figure 3; P <0.05, Student’s ¢ test;
n=~6), which supports a role for STIM1in TRPC channel
multimerization.

Furthermore, co-immunoprecipitation of TRPC1 with the anti-
TRPC3 antibody, which was detected at resting conditions,
was found to be significantly greater in STIM1-overexpressing
NG115-401L cells than in wild-type cells (Figure 4; n = 6). Co-
immunoprecipitation between these proteins was not altered by
Ca?* store depletion as depicted in Figure 4.

Regulation of TRPC6 location by STIMA

TRPC#6 proteins have been mainly fourd to be located in the
plasma membrane [39], although the intracellular subpopulation
of TRPC6é has been reported to be inserted in the plasma
membrane upon receptor activation [40]. Since we have found
that expression of STIM1 in NG115-401L cells reduces plasma
membrane expression of TRPC6 proteins and its association

@ The Authors Journa compilati on © 2014 Bicchernical Society

122

with other TRPC chanrels, we have further evaluated whether
STIM1 regulates the cellular level of expression of TRPC6 or the
subcellular location of the channel.

To explore the first issue, whole-cell lysates from wild-type and
STIM 1-expressing NG115-401L cells were subjected to Western
blotting using a specific anti-TRPC6 antibody. As shown in
Figure 5(A), endogenous TRPC6 expression in NG115-401L
cells was not significantly affected by overexpression of STIM1
(P =0.05; n=73). These findings, together with the effect of
STIM 1 expressionon TRPC6 membrane locationreported above,
indicate that STIM1 might regulate the cellular location of
TRPCS.

We have recently reported that TRPC6 is located in the ER in
mouse platelets, where this channel is involved in the regulation
of resting [Ca®* ], [41]. A Western blot of NG 115-401L cells after
subcellular membrane fractionation revealed TRPC6 expression
in the ER-enriched fraction only in cells expressing STIM 1, but
not m wild-type cells (Figure 5B; »n=3), whereas location of
TRPCS in the plasma membrane was found in both cell samples,
strongly suggesting that STIM 1 expression evoked translocation
of a TRPCé subpopulation from the plasma membrane to the
ER. The presence of STIM2in the ER fraction, as well as the
absence of TRPC6 in the ER fraction in wild-type cells, indicates
the absence of plasma membrane-resident TRPC6 contamination.
Thus our results suggest that STIM1 regulates the intracellular
location of a TRPC6 subpopulation in the membrane of the ER.

We have reported above that STIMI1 expression in NG115-
401L cells did not alter the amount of Ca** accumulated into
the TG-sensitive store, presumably the ER, estimated as the
integral of the rise in [Ca®*], for 150 s after addition of TG,
but the resting [Ca** ], was enhanced in these cells (Figure 1))
Expression of STIM1 and subsequent translocation of TRPCé to
the ER significantly enhanced the rate of passive Ca®* efflux
from the ER as compared with wildtype cells (the rate of
increase in [Ca’*], upon treatment with TG in the absence of
extracellular Ca*t was 1.10 £0.16 nM-s~! in wild-type cells
and 1.86 4+ 0.19 nM s~ in STIM1-expressing cells (Figure 1F;
P =< 0.05; n=14). These findings would suggest that TRPC6
might be acting as a leak channel of the ER, but direct activation of
TRPC6 by the activator Hyp9 in the absence of extracellular Ca?+
didnot result ina further Ca** release from the intracellular stores
in cells expressing STIM1 (results not shown), thus suggesting
that either TRPC6 in the ER is a constitutively active chamnel
or it regulates Ca®* leakage by unknown mechanisms. We have
further investigated the relevance of the translocation of TRPCé
from the plasma membrane to the ER. To explore this issue we
have stimulated NG115-401L cells transfected with empty vector
of STIM1 with the TRPC6 activator Hyp? in the presence of
extracellular Ca’* to induce TRPC6-dependent non-capacitative
Ca®* entry. As shown in Figure 6, in cells transfected with
STIM1, Hyp9-evoked Ca*t entry was gsignificantly attenuated,
most likely due to the reduction in TRPCé expression in the
plasma membrane.

DISCUSSION

STIM1 is a single transmembrane protein mostly located in
intracellular Ca®* stores such as the ER, although a small
subpopulation has been also described in the plasma membrane
[42,43]. ER-resident STIM1 acts as the sensor of the intraluminal
Ca** concentration via its EF-hand domain and, upon discharge
of the Ca’* stores, activates the store-operated channels in the
plasma membrane [6,44,45]. The mechanism underlying the
interaction of STIM1 with store-operated charnels has been
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Figure 5 Expression of TRPCG in total cell lysates and subeellular fractions in NG115-401L cells

(A} Western blot of total cellular protein lysates extracted from wild-typeand STIMT Aransfected NG115-401L oalls. TRPCE expression was detected with an anti-TRPCE antibody. Memiranas were
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three separate determinations. (B) Western blot analysis of TRPCE expression in the cyosal, and ER- and plasma membrane (PM)-enriched fractions isolated by Optiprep density gradient, and in
the: input fraction. The input represents 5 % of the whole-cell lysate used for each subcellular fractionation. Wembranes were reprobed with anti-SERCA and anti-PMCA antibodies for ER and P

enrichment controls. Malecular masses are indicated in kCa.

extensively investigated and current hypotheses support a direct
interaction between STIM1 and both Orai and TRPC proteins in
the frame of a Ca** storeregulated signalplex [46-51]. STIM1
has been reported to regulate TRPC1, TRPC4 and TRPCS
by direct interaction [6] and to modulate TRPC3 and TRPC6
by promoting their heteromultimerization with TRPC1 and
TRPCA respectively [28]. However, whether STIM1 modulates
the cellular location of TRPC proteins remains elusive. In the
present paper we provide evidence supporting a role of STIM1 in
the regulation of the subcellular location of TRPC6. Our results
clearly indicate that transient STIM1 expression in cells, that
show an undetectable amount of native STIM1 (NG115-401L
cells), rescued SOCE in these cells and sigmficantly attenuated
the plasma membrane expression of TRPC6, without having any
detectable effect on the surface expression of TRPC1, TRPC3 and
Orail. The translocation of TRPC6 from the plasma membrane
to the BER resulis in attenuation of TRPCé-dependent non-
capacitative Ca®* enfry in these cells. Our analysis of TRPC
heteromultimerization reveals that STIM1 expression enhances
TRPC1-TRPC3 association, confirming previous reports by
Muallem and co-workers [28], but significantly reduces the
interaction of TRPC6 with TRPC1 and TRPC3. TRPC6 has been
classically considered a DAG-regulated channel [21], although
new findings have provided evidence forarole of TRPC6 in SOCE
[22,23]. The modulation of TRPC6 shows a great plasticity as
demonstrated in human platelets, where TRPC6 might be involved
in both SOCE and DAG-activated Ca** influx depending on the
activation mechanism [24].

Since TRPC6 expression in the plasma membrane is attenuated
n STIM1-expressing cells and this observation does not correlate
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with a reduction in the overall level of TRPCS6, as detected by
Western blotting, we explored further whether TRPC6 is located in
an internal membrane. Although TRP proteins are predominantly
located in the plasma membrane, expression of TRP channels,
such as TRPM1, TRPM2 or TRPV1, in intracellular membranes
has been reported as acting as ionic channels [52-54]. We have
recently reported the functional expression of TRPC6 in the ER
of mouse platelets, where TRPC6 acts as a Ca®** leak channel
[41]. Our results indicate that TRPCé is not expressed in the
ER membrane in NG115-401L cells lacking detectable STIMI1
amounts; however, significant amounts of TRPC6 were detected
in NG115-401L cells expressing STIM1, which strongly suggest
that STIM1 expression induced translocation of TRPCé from
the plasma membrane to the ER, and thus STIM1 regulates the
cellular location of TRPC6, which, to our knowledge, is the first
description of the modulation of the location of a channel by
STIMI1. The expression of TRPCS in the ER membrane resulted
in a significant enhancement of the passive Ca’* leakage rate
from the TG-sensitive stores (presumably the ER) and a slight
increase in resting [Ca**].. These findings are consistent with the
effects observed after TRPC6 knockout in mouse platelets, where
TRPC6 has been found located in the ER [41]. The activity of
TRPC6 in the ER seems to be constitutive, and thus it should be
compensated by a similar increase in SERCA activity since no
differences in the ability to accumulate Ca®* into the ER has been
detected in STIM1-expressing cells.

In summary, our results provide evidence for a relevant role
of STIMI1 in the cellular location of TRPC6. STIMI1 has been
reported to activate SOCE, but also to suppress other Ca®*
influx pathways, such as voltage-operated Ca®~ entry through the
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compared with calls transfected with empty vector.

regulation of Cavl.2 channels [55]. A possible explanation for our
findings might reside in a similar regulatory mechanism, mediated
by STIM 1, and addressed to suppress second messenger-operated
Ca’* entry via TRPC6. The functional location of a TRPC6
subpopulation in the ER might be involved in Ca®* handling
by this Ca** store.
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El i6n Ca** es el mensajero intracelular mas ampliamente distribuido ya que es el tnico
ion metalico que tiene la capacidad de ejercer esta funcion, y dicha propiedad metalica le
confiere la ventaja, con respecto al resto de mensajeros intracelulares, de que no requiere
gasto energético puesto que no es necesaria su sintesis ni biotransformacion. Es por ello que la
sefializacién debida a este idn es producida por cambios en su concentracién citosdlica, lo cual
ejerce un control sobre una gran diversidad de procesos celulares como la contraccidn
muscular, la agregacién plaquetaria o incluso pudiendo provocar en la célula un hecho tan

determinante como la muerte por apoptosis.

Debido a ello, la homeostasis intracelular del Ca®* est4 finamente regulada por una serie
de mecanismos entre los que encuentra la entrada de Ca** desde el medio extracelular. La
entrada de Ca®* en células no eléctricamente excitables se produce a través de distintas vias,
entre las que destaca el mecanismo de ECC, un proceso regulado por el estado de relleno de
los almacenes intracelulares de Ca*", gue se activa cuando estos son vaciados, y se inactiva una
vez han sido rellenados (Putney 1986). Desde su descubrimiento en 1986 numerosas
investigaciones se han dirigido a esclarecer los mecanismos que participan en este tipo de
entrada de Ca®*. Los homdlogos de los canales TRP de Drosophila en mamiferos desempefian
un papel importante en la funcién celular, puesto que permiten la conduccién de corrientes
cationicas a través de las membranas celulares. Concretamente, se ha destacado la
importancia de estos canales en la entrada de Ca** desde el medio extracelular. Los primeros
estudios sugerian que los TRP (y sobre todo los de la subfamilia TRPC) mediaban la entrada de
Ca*'. Afios después, con el descubrimiento de STIM1 como sensor de Ca*" del RE (Roos et al.
2005; Zhang et al. 2005) y del canal Orail como responsable de las corrientes Iczac (Feske et al.
2006), los TRPC fueron considerados como mediadores de las corrientes lsoc, un tipo de

. . .z 2+
corriente menos selectiva para el ién Ca™.

No obstante, ademas del papel ionotrépico de estos canales TRP, estudios recientes han
puesto de manifiesto que participan también en la regulaciéon de distintos mecanismos de
sefializacion del Ca* intracelular. Por ejemplo, el canal TRPC1 puede actuar como modulador
negativo de la entrada de Ca®* a través del canal TRPV6 mediante la atenuacion de la expresion
de éste (Schindl et al. 2012). En el desarrollo de esta tesis doctoral, hemos puesto de
manifiesto que el canal TRPA1 podria estar implicado en la regulacién de la ECC por su
implicacion en la regulacion del principal complejo molecular involucrado directamente en
dicho mecanismo. Estos hallazgos, llevados a cabo en megacariocitos, fueron realizados
mediante dos estrategias experimentales diferentes: el silenciamiento de la expresién de

TRPA1 mediada por la maduracién celular inducida experimentalmente con PMA, y la
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inhibicién farmacolégica de éste. No obstante, aunque no podemos confirmar que la
maduracién celular en si misma produce un incremento de la ECC, la inhibicion farmacoldgica
del canal tiene el mismo efecto, lo que sugiere que el incremento anteriormente descrito

podria ser, al menos parcialmente, dependiente de TRPAL.

El analisis posterior de los mecanismos de homeostasis intracelular de Ca** utilizando el
inhibidor farmacolégico de TRPA1, HC-030031, evidencid que dicha sustancia no altera la
capacidad de acumular Ca** en los almacenes intracelulares o la habilidad de los agonistas para
liberarlo puesto que el tratamiento de células MEGO1 con el inhibidor farmacoldgico no
produjo alteracién alguna en la liberacién de Ca®" inducida por trombina ni en la liberacién

pasiva inducida por TG.

Uno de los principales acontecimientos en la activacion de la ECC es la asociacién de las
proteinas STIM1 y Orail que tiene lugar tras el vaciamiento de los depdsitos intracelulares y la
consecuente multimerizacién de STIM1 (Huang et al. 2006; Muik et al. 2009). Estudios
enfocados a identificar la posible implicacion del canal TRPA1 en la ECC demostraron que
TRPA1 regula negativamente la asociacién STIM1-Orail independiente de Ca®'. La regulacién
de complejos de seializacidn por TRPA1 se asemeja a otros previamente descritos, como es el
caso de TRPC3, que recluta subunidades de Orail, STIM1, RACK1 e IPsRI formando un
macrocomplejo que regula la liberacién de Ca** inducida por agonistas y la entrada de Ca*" en
células HEK293. En estos estudios hemos visto que TRPA1 se asocia de forma constitutiva con
las principales proteinas implicadas en la ECC, STIM1 y Orail, y que dicho acoplamiento es
incrementado tras la estimulacion celular con agonistas. Los resultados indican que tanto la
reduccion de la expresidn proteica como la inactivacidn farmacoldgica de TRPA1 dan lugar a un
incremento significativo en la asociacién de STIM1-Orail en células estimuladas con agonistas
fisioldgicos, poniendo de manifiesto que el papel regulador de TRPA1 sobre la ECC se puede
llevar a cabo, al menos, mediante la atenuacién de la asociacion entre las proteinas STIM1 y

Orail, necesaria para el adecuado funcionamiento de la ECC.

El papel de TRPA1 como modulador de la ECC desaparece con la maduracién celular, y
por ello las plaquetas maduras no expresan este canal a nivel de proteina, aunque conservan el
ARN mensajero de sus precursores megacariociticos. Debido al caracter inhibidor de TRPA1L, y
a la disminucion de su expresién con la maduracién celular, en plaquetas se observa una ECC

/ . . . ;. . 2+
mucho mas notoria tras el vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca®" con respecto de

la que se produce en células MEGO1, producida por una mayor interaccién de STIM1 y Orail.
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En consonancia con otros estudios que también han demostrado que algunas proteinas
implicadas en la homeostasis intracelular de Ca** como el canal TPC2 (Lopez et al. 2012b), las
bombas de la familia SERCA (Lopez et al. 2008; Bobe et al. 2011) o el canal TRPC3
(Bandyopadhyay et al. 2008; Woodard et al. 2010) modulan la ECC en diferentes tipos
celulares, este estudio demuestra la regulaciéon de dicho mecanismo por TRPA1. No obstante,
no podemos establecer fehacientemente el mecanismo por el cual TRPA1 reduce la asociacion
entre las proteinas implicadas en la ECC; aunque sea especulativo, suponemos que podria
deberse a que el TRPA1 es capaz de unir, y por lo tanto secuestrar, subunidades de STIM1 y

Orail reduciendo las posibilidades de interaccién entre ambas proteinas.

Este estudio presenta una nueva e interesante funcion de TRPA1 en la homeostasis de
Ca”* no asociada con la funcién sensorial termo-quimica conocida hasta la fecha, y deberfa por
tanto ser tenida en cuenta como posible diana terapéutica en el disefio de nuevos farmacos

destinados a la modificacién de la entrada de Ca** en las células.

Ademds de la modulacidon de la ECC por proteinas implicadas en la homeostasis
intracelular de Ca®, existen diversos mecanismos que pueden influir en su regulacién. Es el
caso por ejemplo de diferentes parametros fisicos como la temperatura (Xiao et al. 2011) y el
estado redox (Bogeski et al. 2010), o por modificaciones postraducionales como la fosforilacion

(Lopez et al. 2012a) o proteinas adaptadoras (Jardin et al. 2012).

Algunos estudios realizados por otros laboratorios sugieren que la actividad de Orail
puede verse inhibida por condiciones oxidantes, mientras que otras proteinas, como es el caso
de TRPC6 pueden ser activadas por ROS (Bogeski et al. 2010; Graham et al. 2010). En linfocitos
maduros, la presencia de ROS produce el reemplazamiento de Orail por Orai3, insensible a
ROS, para evitar la disminucién de la actividad linfocitaria en tejidos inflamados, en los que se
dan condiciones oxidantes. Del mismo modo, se ha demostrado que Orail es sensible a pH por
lo que su actividad disminuye en condiciones de pH acido (Scrimgeour et al. 2012). Puesto que
Orail y TRPC6 son las principales proteinas implicadas en la entrada capacitativa y no
capacitativa de Ca’* respectivamente, nos parecié razonable postular que en determinadas
condiciones TRPC6 podria suponer una via alternativa de entrada de Ca®" en caso de que la
actividad de Orail pudiera estar atenuada, como sucede en condiciones acidicas u oxidantes
(Krotz et al. 2004), hemorragias (Potzsch et al. 2011), o enfermedades tales como el sindrome
metabdlico (Green et al. 1978), sangrados masivos (Morange et al. 2013) o diabetes mellitus

(Jardin et al. 2006).
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Por ello, el siguiente estudio de esta tesis doctoral, se encamind a investigar si estas
situaciones podrian modular la funcién del canal TRPC6. TRPC6 es un canal catidnico
permeable a Ca®*, aunque de forma no selectiva, perteneciente a la superfamilia de TRP cuya
expresién es abundante en numerosos tipos celulares entre los que se incluyen plaquetas,
células musculares, células renales o leucocitos (Aguade et al. 1989; Dietrich et al. 2007; Jardin
et al. 2008b). Tradicionalmente, TRPC6 fue descrito como canal operado por el segundo
mensajero DAG, aunque en la actualidad también existen varias investigaciones que han
propuesto la participacion de TRPC6 en el mecanismo de la ECC (Jardin et al. 2008b). De
acuerdo a la propiedad de TRPC6 como canal no capacitativo, se ha demostrado que se asocia
con TRPC3 en regiones de la membrana plasmatica independientemente de las balsas lipidicas,
gue es donde normalmente se localizan los macrocomplejos capacitativos. Sin embargo, tras el
vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca**, TRPC6 se disocia de TRPC3 e interacciona
con STIM1, Orail y TRPC1, lo cual hace suponer que TRPC6 funciona como punto de
convergencia entre ambos tipos de entrada de Ca** en plaquetas (Redondo et al. 2008; Jardin
et al. 2009a; Berna-Erro et al. 2012). Puesto que se conoce que su funcidn es relevante en
procesos como la contraccion del musculo liso e incluso en enfermedades como la
glomeruloesclerosis focal segmental, en este trabajo exploramos el papel de TRPC6 en
plaguetas murinas bajo diferentes condiciones experimentales, como la acidez, la exposicién a
ROS o la simulacidon de condiciones de hipoxia, similares a las que pueden producirse en el

organismo en determinadas circunstancias o enfermedades.

Este estudio fue realizado en plaguetas murinas de animales salvajes o TRPC6 KO. Los
resultados obtenidos indicaron que en condiciones normales la expresién proteica de TRPC6
no es necesaria para una correcta movilizacion de ca®* ni para la optima agregacién
plaquetaria inducidas por trombina o por TG. Sin embargo, TRPC6 desempefia una funcién
importante en la entrada no capacitativa de Ca** inducida por OAG, aunque esta funcién no

tiene repercusién en la agregacion plaquetaria.

Por otra parte, la exposicién a ROS o a condiciones que simulan un estado de hipoxia
mediante el secuestro del hierro del medio, no altera la agregacién plaquetaria inducida por
agonistas, poniendo de manifiesto que TRPC6 es insensible a ambas condiciones. Sin embargo,
si que presenta sensibilidad a las condiciones de acidez, viéndose afectada la agregacion
plaquetaria. En este caso, la respuesta al vaciamiento de los depdsitos inducido por trombina o
TG disminuye pero no desaparece. Dado que experimentalmente demostramos que la

trombina per se no se inactiva a pH acido, los resultados obtenidos podrian indicar que los

132



Discusion
]
receptores de trombina en las plaquetas de raton o las moléculas sefializadoras que se

encuantran por encima del DAG e IP; en la cascada de sefializacion son sensibles al pH acido.

Sin embargo, los resultados mas significativos fueron obtenidos al estimular las células
con OAG. Es interesante desatacar que a pesar de que la agregacion plaquetaria inducida por
OAG esta afectada en todos los animales, WT o TRPC6 KO, este efecto es mucho mas evidente
en los animales WT, sugiriendo que el canal TRPC6 podria inactivarse a pH acido. Analizando la
entrada de Ca?* a pH &cido se observé que en animales KO la entrada de Ca®' restante mediada
por OAG era insensible al pH. Este ultimo hallazgo nos hizo postular que la entrada de Ca**
presenta dos componentes: uno sensible a pH, que consiste o contiene las subunidades de

TRPC6, y otro insensible a pH, aun sin identificar.

La funcion de TRPC6 en plaquetas de raton fue estudiada también en otros laboratorios
utilizando ratones transgénicos que carecen de TRPC6 funcional (Paez Espinosa et al. 2012;
Ramanathan et al. 2012; Harper et al. 2013). Sin embargo, no se pudo esclarecer
completamente la implicacién del canal en la funcién celular dado que se obtuvieron
resultados contradictorios en los diferentes grupos de investigacidn (Authi 2007). De hecho, la
mayoria de los estudios acerca de las funciones de los diferentes TRPC han generado
numerosas controversias, lo que sugiere que la regulacién de este tipo de canales es bastante
compleja, y que probablemente sea especifica del tipo celular estudiado. Por todo ello, la

funcién de TRPC6 debe continuar siendo estudiada.

Como se ha indicado anteriormente, tres grupos de investigacion diferentes han
realizado estudios acerca de TRPC6 utilizando animales KO e incluso uno de ellos ha mostrado
datos experimentales en relacién a la [Ca®']. basal de plaquetas en reposo (Ramanathan et al.
2012). Ramanathan y colaboradores encontraron un ligero descenso no significativo en la
[Ca’]. basal en plaquetas en reposo aisladas de animales deficientes en TRPC6. Nuestros
resultados sin embargo, muestran una [Ca*]. basal disminuida en un 18.73% en plaquetas
deficientes en TRPC6. Estas diferencias podrian ser explicadas por varias razones: 1) la varianza
intrinseca generada por la diferente trayectoria genética existente entre las cepas de ratones
utilizadas en los diferentes estudios. El grupo de Ramanathan utiliz6 un modelo murino
produciendo un alelo de TRPC6 silenciado generado por la insercién de un cassette de
seleccidon que reemplazaba al exdn 7, mientras que nuestra cepa fue generada insertando un
cassette de seleccion en el exdn 4; 2) Los diferentes protocolos usados por ambos grupos para
el aislamiento de plaquetas previo a las medidas de la [Ca®'].. La ausencia total de Ca** durante

el proceso de aislamiento de las plaquetas es imprescindible para evitar su activacion

133



Discusion
]
espontanea y posible alteracién de los resultados obtenidos. Sin embargo, esta condicion
podria tener un efecto en la homeostasis del Ca®* puesto que se sabe que la concentracion de
Ca®" extracelular condiciona la actividad de TRPC6 (Jung et al. 2002; Shi et al. 2004). Ademas,
se ha observado que en plaquetas también se expresa el receptor que actia como sensor del
Ca’* extracelular (CaR, también conocido como CASR) (House et al. 1997). CaR es un receptor
de membrana sensible a la [Ca*"] extracelular cuya actividad se ha demostrado que estd
relacionada con la del canal TRPC6 en miocitos ventriculares de ratas neonatas (Sun et al.
2010). Para evitar que la funcién plaquetaria se viera alterada debido a la ausencia de Ca**
durante el aislamiento de las células, las preincubamos en presencia de 50 pM de Ca®* durante
5 minutos a 372C previamente a la realizacion de los experimentos. La concentracion utilizada
durante esta preincubacidn se considera suficiente para evitar la activacion espontanea de las
plaquetas, evitar cualquier alteracién de la actividad de TRPC6 y permitir la compensacién de
la posible pérdida del Ca** almacenado en los depdsitos intracelulares durante el proceso de
aislamiento. Adicionalmente, evitamos la entrada de Ca®* activada espontdneamente por la

liberacién pasiva de Ca** por agonistas secundarios como el tromboxano o el ADP, afianiendo

en la suspension celular inhibidores de las ciclooxigenasas como el acido acetilsalicilico o

apirasa respectivamente.

Las variaciones en los protocolos junto con el elevado nimero de repeticiones realizadas
(n>26) debido a las pequefias diferencias encontradas que se llevaron a cabo en nuestro grupo
con respecto del grupo de Ramanathan podrian explicar las diferencias halladas en nuestro

estudio.

Nuestros resultados demuestran la presencia de TRPC6 tanto en la membrana
plasmatica como en la de las organelas internas. El hecho de que la [Ca*']. encontrada en
ausencia y en presencia de Ca’" extracelular sea similar indica que la fraccion de TRPC6
localizada en la membrana celular no esta implicada en la reduccion de la [Ca**]. observada en
plaguetas de animales KO, pero si podria estarlo la fraccidon localizada en las membranas
internas. Esta afirmacién también se basa en la reducida liberacién pasiva de Ca®" desde los
depdsitos intracelulares observada en animales KO con respecto de los WT. Ademas, puesto
que el escape pasivo de los orgdnulos fue medido tras la inhibicién de SERCA, podemos
suponer que la fraccion intracelular de TRPC6 se localiza en los depdsitos intracelulares
sensibles a agonistas. El fraccionamiento subcelular nos permitié identificar TRPC6 en las
fracciones enriquecidas en RE, en las cuales se testd la ausencia de PMCA para descartar la

posible contaminaciéon con fracciones de la membrana plasmatica.
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Por todo lo anteriormente descrito, podemos afirmar que TRPC6 podria tener una
actividad basal en plaquetas en reposo y una funcién de regulacién de la [Ca*]. basal. Esta
hipétesis ha sido propuesta también por otros grupos de investigacidn. Por ejemplo, en células
HEK293 en reposo se ha descrito mediante patch-clamp una actividad basal de TRPC6 (Dietrich
et al. 2003). Asimismo, en la misma investigacion se observd que la glicosilacion de TRPC6, un
mecanismo implicado en el correcto plegado de las proteinas, es la principal responsable de la
regulaciéon de la actividad de TRPC6 en estado basal, ya que la eliminacidon de los sitios de
glicosilacién mediante mutaciones puntuales incrementa en gran medida su actividad. Del
mismo modo, otro estudio realizado en células musculares lisas de arteria mesentérica de
conejo mostré que la funcién de TRPC6 depende de la [Ca®']. (Shi et al. 2010). Los registros de
patch clamp obtenidos pusieron de manifiesto que la actividad de TRPC6 inducida por
angiotensina Il se incrementd hasta 5 veces en presencia del quelante intracelular de Ca**
BAPTA en comparacidn con las células sin tratar, mientras que una [Ca®*]. aumentada inhibié la
actividad de TRPC6 inducida por angiotensina Il, lo cual demuestra que la actividad de TRPC6
es sensible a la [Ca*"]. como se esperaria de cualquier mecanismo destinado a la regulacién de
la [Ca®*]. basal. También se ha descrito que la CaM interacciona y regula negativamente TRPC6,
y que dicha interaccion depende de la [Ca*]. , puesto que elevadas concentraciones de Ca**
promueven este acoplamiento (Boulay 2002; Kwon et al. 2007; Friedlova et al. 2010; Dionisio
et al. 2011). En definitiva, nuestro trabajo evidencia el papel de TRPC6 en el mantenimiento de
la [Ca®*]. basal como un canal que permite el escape pasivo del i6n cuando se encuentra

localizado en las membranas de los almacenes intracelulares de Ca** sensibles a agonistas.

Como hemos mencionado con anterioridad, TRPC6 se ha considerado clasicamente
como un canal activado por DAG, aunque investigaciones recientes han aportado nuevas
evidencias acerca del papel de TRPC6 en la ECC, e incluso se ha propuesto que puede funcionar
de un modo o de otro en funcién del mecanismo de activacién en un mismo tipo celular. Las
hipétesis actuales defienden la formaciéon de un macrocomplejo sefalizador formado por las
proteinas STIM1, Orai y TRPC en la conduccién de la corriente lsoc (Jardin et al. 2008a; Liao et
al. 2008; Desai et al. 2015), e incluso la autorregulacidon que puede producirse entre ellas. Es el
caso por ejemplo de STIM1, que puede regular TRPC1, TRPC4 y TRPC5 mediante interaccién
directa (Huang et al. 2006), y modular TRPC3 y TRPC6 promoviendo su heteromultimerizacion
con TRPC1 y TRPC4 respectivamente (Yuan et al. 2007). Ademas, el dltimo trabajo que
constituye esta tesis doctoral ha puesto de manifiesto que la proteina STIM1 desempefia un

papel fundamental en la regulacién de TRPC6, pudiendo modificar su localizacion subcelular.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion han demostrado que la expresion
transitoria de STIM1 en células que de forma nativa tienen una cantidad indetectable de ella,
consigue establecer una ECC y atenuar significativamente la expresion del canal TRPC6 en la
membrana plasmatica. No obstante, la expresidon de STIM1 no produjo ninguna modificacién
destacable en la expresién de TRPC1, TRPC3 y Orail en la superficie celular. Asimismo, y
confirmando resultado previamente publicados por Muallem y colaboradores (Zeng et al.
2008), hemos observado que la expresion de STIM1 favorece la interaccion de TRPC1 con

TRPC3, al tiempo que disminuye la asociacién de TRPC6 con TRPC1 y con TRPC3.

La disminucion de la expresion de TRPC6 en la membrana plasmatica es consecuencia de
su traslocaciéon a las membranas intracelulares del RE, y ello tiene como resultado la
atenuacion de la ENCC dependiente de TRPC6. Aunque las proteinas TRP se encuentran
localizadas principalmente en la membrana plasmatica, varios canales TRP como TRPM1,
TRPM2 o TRPV1 pueden localizarse en las membranas intracelulares e incluso mantener su
funcién de canal idnico (Turner et al. 2003; Lange et al. 2009; Oancea et al. 2009). Del mismo
modo, y como se ha discutido anteriormente TRPC6 puede localizarse también en membranas
internas en plaquetas de ratén actuando como canal pasivo de liberacion de Ca** desde el
depdsito intracelular. Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto que en
células que carecen de STIM1, no se detecta TRPC6 en la membrana del RE, mientras que en
células donde se ha expresado STIM1 se observan cantidades significativas de TRPC6, lo cual
sugiere que STIM1 podria inducir la traslocacién de TRPC6 desde la membrana plasmatica
hacia la membrana del RE. La expresién de TRPC6 en la membrana del RE produjo ademas un
aumento significativo del escape pasivo de Ca** desde los depdsitos intracelulares sensibles a
TG (probablemente el RE), y un leve incremento de la [Ca®*]. basal. Estos resultados
concuerdan por tanto con los discutidos anteriormente obtenidos en plaquetas murinas de

animales TRPC6 KO.

La actividad de TRPC6 en el RE parece ser constitutiva, y por tanto deberia ser
compensada por un incremento similar en la actividad de SERCA, puesto que no se han
observado diferencias en la capacidad de almacenar Ca** en el interior del RE de células que no

expresan STIM1 con respecto de aquellas que si lo hacen.

Podemos concluir por tanto, que STIM1 tiene un papel importante en la regulacién de la
localizacién de TRPC6. STIM1 es definido fundamentalmente como el sensor de Ca** del RE que
activa la ECC, sin embargo también se ha descrito que participa en la supresion de otras vias de

entrada de Ca®*, como por ejemplo la entrada de Ca®* activada por voltaje mediante la
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regulacién de canales Cavl.2 (Wang et al. 2010; Dionisio et al. 2015). Nuestros resultados
podrian explicarse en consecuencia como un mecanismo regulador similar, mediado por STIM1
y dirigido a eliminar la entrada de Ca** operada por segundos mensajeros a través de TRPC6.

Ademas, la localizacidn funcional de TRPC6 en la membrana del RE podria estar implicada en la

captacion de Ca®* por parte de dicho depdsito.
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The Ca* ion is the most widely distributed intracellular messenger as it is the only metal
ion with the ability to perform this function. That metal property gives the advantage, over the
rest of intracellular messengers, that does not require energy consumption since its
biotransformation and syntesis is not necessary. That is why the signalization due to Ca** ion is
produced by changes in [Ca®]., which exercises control over a wide variety of cell processes

like muscle contraction, platelet agregation and even cell death or apoptosis.

As a result, intracellular Ca®* homeostasis is tightly regulated by several mechanisms
including Ca** influx from the extracellular medium. Ca®* entry in non-excitable cells occurs
through different pathways, including SOCE, a process regulated by the filing state of the
intracellular Ca** stores, which is activated upon store depletion and inactivated once they
have been filled (Putney 1986). Since its discovery in 1986, a large number of investigations
have been directed to elucidate the mechanisms involved in this Ca®* entry. Mammalian
homologues of Drosophila TRP channels play a relevant role in cell function, as they allow the
passage of cation currents through cell membranes. Specifically, the importance of these
channels in Ca®* entry from the extracellular medium has been highlighted.Early studies
suggested that TRP (and especially those of the TRPC subfamily) mediated Ca** entry. In the
years thereafter, with the discovery of STIM1 as Ca** sensor of the ER (Roos et al. 2005; Zhang
et al. 2005) and Orail channel as the responsible for the Iczac currents (Feske et al. 2006), TRPC
channels were considered to be mediators of Isoc currents, a type of current less selective for

Ca™.

Even so, besides the ionotropic role of these TRP channels, recent studies have revealed
that they also are involved in the regulation of several signalling mechanisms of intracellular
Ca®*, and specifically in the regulation of Ca’** movements through other channels. For
instance, TRPC1 negatively modulates Ca** entry through TRPV6 by attenuating its expression
(Schindl et al. 2012). In the experiments carried out in this Thesis, we demonstrated that
TRPA1 might be involved in SOCE regulation by means of regulation of the main protein
complex directly involved on it, consisting of STIM1 and Orail. These findings, carried out in
megakaryocytes were performed using two different experimental approaches: silencing the
expression of TRPA1 as a result of cell maturation experimentally induced with PMA, as well as
inactivation of TRPA1 function using pharmacological tools. However, although we can not
confirm that cell maturation itself causes SOCE enhancement, pharmacological inhibition of
the channel has the same effect, suggesting that the increase described above may be at least

partially dependent on TRPAL.
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Further analysis of the regulatory mechanisms of Ca** homeostasis using the TRPA1
specific pharmacological inhibitor, HC-030031, showed that the substance does not alter the
ability to accumulate Ca®* into the intracellular stores or the agonist ability to induce Ca**
release since MEGO1 treatment with the inhibitor did not alter thrombin-induced Ca®* release

or passive leak induced by TG.

One of the main events in SOCE activation is the association of Orail and STIM1 proteins
that occurs upon store depletion and the subsequent multimerization of STIM1 (Huang et al.
2006; Muik et al. 2009). Studies focused on identifying the possible role of TRPA1 in SOCE have
demonstrated that TRPA1 negatively regulates the Ca** independent STIM1-Orail coupling.
The regulation of signalling complexes by TRPA1 is similar to other previously described, as is
the case of TRPC3, which recruits subunits of Orail, STIM1, RACK1 and IP3Rl into a signalplex
which regulates agonist-induced Ca®* release and Ca®" influx in HEK293 cells (Bandyopadhyay
et al. 2008; Woodard et al. 2010). In these studies we have found that TRPA1 is constitutively
associated to STIM1 and Orail, and this coupling increases after agonist cell stimulation. The
results indicate that both downregulation of protein expression as pharmacological
inactivation of TRPAL1 significantly enhanced STIM1-Orail association in stimulated cells. This
leads us to believe that regulatory role of TRPA1 in SOCE can be carried out by attenuating

coupling between STIM1 and Orail, which is necessary for the good working of SOCE.

The role of TRPA1 as a SOCE modulator disappears with cell maturation and therefore
mature platelets do not express the channel at protein level, while retaining its messenger
RNA from the megakaryocytic precursors. Due to the inhibitor character of TRPA1, and the
downregulation of TRPA1 protein expression after cell maturation, a greater SOCE has been
shown in mature human platelets compared to megakaryocytes in similar conditions,

presumably produced by a higher interaction between STIM1 and Orail.

Consistent with other studies that have also shown some proteins related to Ca®*
homeostasis as TPC2 (Lopez et al. 2012b), SERCA pumps family (Lopez et al. 2008; Bobe et al.
2011) or TRPC3 channel (Bandyopadhyay et al. 2008; Woodard et al. 2010) modulating SOCE in
different cell types, this study reports the regulation of this mechanism by TRPA1. However, it
is impossible to ascertain the mechanism by which TRPA1 reduces the association between the
major proteins involved in SOCE; though this is speculative, we assume that it could be
because the TRPA1 is able to bind, and therefore recruit, STIM1 and Orail subunits reducing

the chances of interaction between them.
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This research present a new and interesting TRPA1 function in Ca®* homeostasis not
linked to the previously reported thermal and noxious sensitivity, and it should be taken into
account as a possible target in the design of new drugs adressed to modify Ca** entry intro

cells.

In addition to SOCE modulation by proteins involves in intracellular Ca** homeostasis,
several mechanisms might influence in its regulation. This is the case for physical parameters
such as temperature (Xiao et al. 2011) and redox state (Bogeski et al. 2010), or by post-
translational modifications such as phosphorilation (Lopez et al. 2012a) or the effect of

adaptator proteins (Jardin et al. 2012).

Studies performed by other laboratories suggest that Orail activity can be inhibited by
oxidizing conditions, while other proteins, as is the case with TRPC6, which might be activated
by ROS (Bogeski et al. 2010; Graham et al. 2010). In mature lymphocytes, ROS generate Orail
replacement by Orai3, which is insensitive to ROS, to prevent attenuation of lymphocyte
function in inflamed tissues, in which oxdizing conditions exist. Similarly it has been shown that
Orail is sensitive to pH, and thus it reduces its activity at acidic conditions (Scrimgeour et al.
2012). Since Orail and TRPC6 are the main proteins involved in capacitative and non
capacitative Ca** entry respectively, we found reasonable to postulate that under certain
situations TRPC6 could be and alternative pathway of Ca®* influx in case Orail activity could be
attenuated, as in acidic or oxidizing conditions (Krotz et al. 2004), hemorrhage (Potzsch et al.
2011), or diseases such as metabolic syndrome (Green et al. 1978), massive bleedings

(Morange et al. 2013) or diabetes mellitus (Jardin et al. 2006).

Therefore, the following study of this dissertation was directed to investigate whether
these situations might modulate TRPC6 function. TRPC6 is a non selective cation channel
belonging to TRP superfamily widely expressed in many cell types including platelets, muscle
cells, kidney cells or leukocytes (Aguade et al. 1989; Dietrich et al. 2007; Jardin et al. 2008b).
Originally, TRPC6 was described as a second messenger DAG-operated channel, although
currently several studies have also proposed TRPC6 participation in SOCE (Jardin et al. 2008b).
According to this new feature, TRPC6 has been shown to be associated with TRPC3 in plasma
region regardless lipid rafts, where capacitative macrocomplex are usually located. However,
TRPC6 dissociates TRPC3 and interacts to STIM1, Orail and TRPC1, thus suggesting that TRPC6
might act as a point of convergence between capacitative and non capacitative ca* entry
(Redondo et al. 2008; Jardin et al. 2009a; Berna-Erro et al. 2012). Since is well known the

pivotal role of TRPC6 in processes such as smooth muscle contraction and even disorders like
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focal segmental glomerulosclerosis, we explored its possible involvement in murine platelets
under certain conditions similar to those that may occur in the body at certain circumstances

or some diseases.

This study was performed in murine platelets from wild type or TRPC6 KO mice. Results
showed that at normal conditions TRPC6 protein expression is not required for proper Ca®'
mobilization or for optimal platelet aggregation induced either by thrombin or TG. However,
TRPC6 plays an important role in non capacitative Ca?* entry induced by OAG, although this

function has no effect on platelet aggregation.

Moreover, exposure to ROS or conditions simulating a state of hypoxia by sequestering
iron ions do not alter the agonist-induced platelet aggregation, showing that TRPC6 is
insensitive to both conditions. However, TRPC6 seems to be sensitive to acidic conditions, as
platelet aggregation is affected. In this case, response to TG or thrombin-induced store
depletion decreases but not was abolished. Since we demonstrated that thrombin per se was
not inactivated at low pH, the results may indicate that thrombin receptor in mouse platelets
or signaling molecules which are located upstream of DAG and IP3 in the signaling cascade are

sensitive to acidic pH.

Even so, the most significant results were discovered through the second messenger
OAG, a DAG analog. Interestingly, although platelet aggregation induced by OAG is attenuated
in WT and KO mice, this effect is much more evident in WT mice, suggesting that TRPC6 could
be inactivated at low pH. The remaining OAG-mediated Ca®* entry in KO animals was observed
to be insensitive to pH. This latter finding made us postulate that Ca*" influx has two
components: one sensitive to pH, consisting or containing TRPC6 subunits, and a second one

insensitive to pH, still unidentified.

TRPC6 function in murine platelets was also studied in other laboratories using
transgenic mice lacking functional TRPC6 (Paez Espinosa et al. 2012; Ramanathan et al. 2012;
Harper et al. 2013). However, it was not possible to fully clarify TRPC6 function due to
conflicting results obtained in the different research groups (Authi 2007). In fact, most of
studies regarding the role of TRPCs function have generated much controversy, suggesting
that regulation of these channels is rather complex, and it is probably to be specific on the cell

type. Therefore, the function should continue to be studied TRPC6.

As mentioned above, three different research groups have performed studies about

TRPC6 using KO animals and even one of them have shown experimental data relating to
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[Ca”"]. of resting platelets (Ramanathan et al. 2012). Ramanathan and colleagues found a slight
non-significant decrease in [Ca®"]. of resting platelets isolated from TRPC6 deficient animals.
Our results however show a [Ca®']. basal decreased in 18.73% TRPC6 deficient platelets. These
differences could be explained by several reasons: 1) the intrinsic variance generated by the
different genetic background between different strains of mice used in the different studies.
Ramanathan's group used a murine model whose silencing was generated by insertion of a
selection cassette which replaced the exon 7, whereas our strain was generated by inserting a
selection cassette in exon 4; 2) The protocols used by both groups in order to isolate platelets
prior to measurements of [Ca’"]. . The total absence of Ca®* during the platelets isolation is
essential to prevent spontaneous activation and possible alteration of results. However, this
condition could have an effect on Ca®* homeostasis since it is known that the concentration of
extracellular Ca®* may alter TRPC6 activity (Jung et al. 2002; Shi et al. 2004). Furthermore,
receptor acting as extracellular Ca®* sensor (CaR, also known as CASR) has been reported to be
expressed in platelets (House et al. 1997). CaR is a surface receptor sensitive to extracellular
Ca’* concentration whose activity has been demonstrated to be related to TRPC6 in ventricular
myocytes of neonatal rats (Sun et al. 2010). In order to prevent disturbance of platelet
function due to Ca®* absence during cell isolation, we preincubated them with 50 pM Ca*" for 5
minutes at 37 oC prior to performing the experiments. This concentration is considered enough
to prevent spontaneous platelet activation, to prevent any alteration on TRPC6 activity and to
compensate the possible loss of stored Ca** from intracellular stores during the isolation.
Additionally, we avoid the Ca** influx spontaneously activated by passive leak of Ca** due to
secondary agonists such as thromboxane or ADP, by adding specific inhibitors such as aspirin

or apyrase respectively.

Variations in protocols together with the high number of experiments (n>26) performed
due to small differences observed by our group with respect to Ramanathan's one might

explain the differences found in our study.

Our results demonstrate the presence of TRPC6 both in the plasma membrane and in
internal organelles. The similar [Ca”"]. found in the abscence and presence of extracellular Ca*
indicates that TRPC6 fraction located on the plasma membrane is not involved in the
decreased [Ca2+]c observed in KO platelets, but the fraction located in the internal membranes
could be. This satatement is also based on the reduced passive Ca** leak from the intracellular
stores observed in KO mice with respect to WT. In addition, since the passive leak from
organelles was measured after SERCA inhibition, we can assume that the intracellular fraction

of TRPC6 is located on agonist-sensitive intracellular stores. The subcellular fractionation
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allowed us to identify TRPC6 in ER-enriched fractions, in which the absence of PMCA was

tested to rule out possible contamination with the plasma membrane fractions.

For all these reasons, we postulate that TRPC6 might have a basal activity in resting
platelets and a function of basal [Ca**]. regulation. This hypothesis was also proposed by other
research groups. For insatance, a basal TRPC6 activity has been proved by patch-clamp in
resting HEK293 cells (Dietrich et al. 2003). Aditionally in the same study, TRPC6 glycosilation, a
mechanism involved in the proper protein folding, was found to be responsible for regulating
TRPC6 basal activity, as deletion of this glycosylation sites by point mutations greatly increases
its activity. Similarly, another study on smooth muscle cells of rabbit mesenteric artery showed
that TRPC6 function depends on the [Ca®']. (Shi et al. 2010). Patch clamp records obtained in
these cells showed that TRPC6 activity induced by angiotensin Il increased five-fold in the
presence of intracellular chelator Ca** BAPTA compared to untreated cells, whereas an
increased [Ca’']. inhibited TRPC6 activity induced by angiotensin II, revealing that TRPC6
activity is sensitive [Ca®]. as it would be expected of any mechanism adressed to the
regulation of basal [Ca®"]. It has also been reported that CaM interacts and negatively regulates
TRPC6, and that this interaction depends on the [Ca®']., since high concentrations of Ca**
promoted this coupling (Boulay 2002; Kwon et al. 2007; Friedlova et al. 2010; Dionisio et al.
2011). In short, our work evidences the role of TRPC6 in maintaining basal [Ca®']., as a leak
channel which allows passive leakage, when it is located in the membranes of intracellular Ca**

stores.

As mentioned previously, TRPC6 has classically been considered as a DAG-activated
channel, although recent research has provided new evidence about the role of TRPC6 in
SOCE, and it has even been proposed that TRPC6 can work in one way or another depending
on the mechanism which triggers its activation in the same cell type. Current hypotheses
support the formation of a signaling macrocomplex comprised of STIM, Orai and TRPC proteins
to conduct Isoc currents (Jardin et al. 2008a; Liao et al. 2008; Desai et al. 2015), and even the
self-regulation which can occur among them. Is the case for STIM1, which can regulate TRPC1,
TRPC4 and TRPC5 by direct interaction (Huang et al. 2006), and modulates TRPC3 ans TRPC6 by
promoting their heteromultimerization with TRPC1 and TRPC4, resectively (Yuan et al. 2007).
In addition, the latest work included in this dissertation shows that STIM1 plays a key role in

regulating TRPC6 and modifies its subcellular location.

The results of this research have shown that transient expression of STIM1 in cells which

natively have an undetectable amount of it, manages to establish SOCE and significantly
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attenuate expression of TRPC6 channel in the plasma membrane. However, STIM1 produced
no remarkable changes in the cell surface expression of TRPC1, TRPC3 and Orail. Also,
confirming previously published results by Muallem et al. (Zeng et al. 2008), we observed that
STIM1 expression enhances the interaction between TRPC1 and TRPC3, while impairs TRPC6
association with TRPC1 and TRPC3.

The decreased expression of TRPC6 in the plasma membrane is a consequence of its
intracellular traslocation to ER membranes, and this results in attenuation of non capacitative
Ca®* entry. Although TRP proteins are mainly located in the plasma membrane, several TRP
channels as TRPM1, TRPM2 or TRPV1 can also be located in intracellular membranes even
maintaining its function of ion channel (Turner et al. 2003; Lange et al. 2009; Oancea et al.
2009). Similarly, and as discussed above it can also be located in TRPC6 inner membranes in
murine platelets acting as passive Ca’" leak channel from intracellular stores. The results
obtained in this study show that in cells lacking STIM1, TRPC6 is not detected in the ER
membrane, while in cells that have transient expressed STIM1 significant amounts of TRPC6
are observed in the ER membrane, suggesting that STIM1 may induce TRPC6 traslocation from
the plasma membrane into the ER membrane. TRPC6 expression in the ER membrane also
produced a significant increase in Ca®* leakage from TG-sensitive intracellular stores
(presumably the ER), and a slight increase in basal [Ca*'].. Therefore, these results agree with

those discussed above in murine platelets from TRPC6 KO animals.

TRPC6 activity in ER appears to be constitutive, and thus it should be compensated by a
similar increase in SERCA activity, as no differences have been observed in the ability to store

Ca”" into the ER in STIM1-expressing cells with respect to those that do it.

We can conclude therefore that STIM1 has an important role in the regulation of TRPC6
location. STIM1 is essentially defined as the Ca®* sensor of the ER which activates SOCE.
However it has also been described that STIM1 participates in the suppression of other
pathways of Ca®" entry, such as voltage-activated Ca®* entry by regulating channels Ca,1.2
(Wang et al. 2010; Dionisio et al. 2015). Accordingly, our results might be explained as a similar
regulatory mechanism mediated by STIM1 and directed to supress the Ca® entry operated by
second messengers through TRPC6. In addition, functional location TRPC6 in the ER membrane

may be involved in Ca** reuptake by this store.
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Conclusiones

TRPA1 modula negativamente la ECC en la linea celular megacarioblastica MEGO1 a

través de la atenuacién de la asociacién STIM1-Orail.

La expresién de TRPA1 disminuye durante la maduracién megacarioblastica hasta su

completa desaparicion en plaquetas, permitiendo en consecuencia una mayor ECC.
Una fraccién de TRPC6 localizada en los depésitos de Ca®* sensibles a agonistas actua
permitiendo el escape pasivo de Ca’" y desempefia un pape fundamental en la

regulacion de la concentracién citosdlica de Ca®* basal en plaquetas de ratén.

La funcionalidad del canal TRPC6 se atenta en condiciones de acidez del medio

extracelular en plaquetas murinas, pero es insensible al estrés oxidativo y a la hipoxia.

STIM1 modula la heteromultimerizacion de TRPC6 y su localizaciéon subcelular,

induciendo su traslocacion desde la membrana plasmatica hacia la membrana del RE.
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Conclusions

TRPA1 negatively regulates store-operated Ca** entry (SOCE) in the megakaryoblastic

cell line MEGO1 by the attenuation of STIM1-Orail interaction.

Megakaryocite maturation attenuates TRPA1 protein expression, thus explaining the

absence of TRPA1 and a greater SOCE in mature human platelets.
An intracellular pool of TRPC6 located in agonist-sensitive intracellular Ca*
compartments, acts as a leak channel and plays a relevant role in the regulation of the

cytosolic basal calcium concentration in murine resting platelets.

TRPC6 function is attenuated by acidic pH while it is insensitive to ROS exposure or

hypoxic-like conditions in mouse platelets.

STIM1 modulates TRPC6 heteromultimerization and subcellular location, by inducing

its traslocation from the plasma membrane to the ER.
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