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Introduccion

1. Ca?'LIBRE INTRACELULAR.

1.1 lon calcio (Ca*) como mensajero intracelular.

Cuando un sefalizador extracelular se une espaTiéicte a su receptor de
membrana plasmatica se da inicio a una cadenaethéosvgue conlleva a la transduccién
de dicha sefial en el interior de la célula receptasta sefializacién celules llevada a
cabo por numerosos mensajeros intracelulares gseodiéican y transmiten estas
sefales, lo que da lugar a una respuesta fisi@dgic parte de la célula. En células
eucariotas existen numerosas moléculas que acbhaam mensajeros intracelulares, tales
como el 3',5'-AMP ciclico (AMPc), 1,2-diacilglicefdDAG), inositol 1,4,5-trisfosfato
(IP3) 0 el i6n calcio (CH).

Las variaciones en la concentracion citosolica @&* @bre ([C&'])) estan
implicadas en el control del ciclo celular y la a&facion celular durante el proceso de
proliferacion y muerte celular (Berridge et al. 030 Berridge et al., 2000). Ademas,
[C&?*]i es también un mediador de la sefializacion caluliamte la contraccion muscular,
transmision del impulso nervioso e incluso tiengoapel crucial durante el proceso de
fecundacion oocitaria, por sefialar sélo algunomles (Berridge et al., 2003; Berridge
et al.,, 2000). Debido a la importancia de estazifumes celulares en las que esta
implicado el ion C&, el estudio de las variaciones en laf§aasi como las rutas en las
que estan implicadas estas oscilaciones, han adsajran interés desde que se conoce

su funcion como segundo mensajero.

La [C&"]i se sitGa en el intervalo 80-120 nM en célulaseposo. La variacion
de esta concentracion es critica, ya que un peaqaetibio en la [C4]i es suficiente para
disparar numerosos eventos celulares. De este nebd@nsporte de Gaa través de
canales y bombas especificas se encuentra altanegtedo para asegurar un control
espacio-temporal de pequefas variaciones de ggiadse mensajero. Para incrementar
la [C&]; existen dos fuentes principales de&'Cél) el medio extracelular, en el que la
concentracion de Ghse encuentra en el intervalo 1-2 mM; y (2) los ¢détps
intracelulares de G§ principalmente el reticulo endoplasmatico (RE),et que la
concentracion de Ghalcanza niveles micromolares, aunque también éagculas de

Golgi y las mitocondrias son importantes resensode C&' (Bootman et al., 2001).
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Introduccion

Por tanto, la entrada de €al citosol se puede llevar a cabo por una serie de
canales localizados en la membrana plasmaticael BE Figura 1). Asi, podemos

encontrar los siguientes transportadores en ambasmanas:

1. Canales situados en la membrana plasmaética impkoeu la entrada de €al
interior celular.

a. VOC (voltage-operated calcium channglsanales de Géasensibles a
voltaje, que se activan por despolarizacion de ¢émbrana (Catterall,
1998). Dentro de este grupo se diferencian diditifms entre los que
destacamos los canales de tipo L, N, P/Q (Antkieswwechaluk, 1999).

b. ROC (eceptor-operated calcium channglsanales que se activan por la
unién de un agonista al dominio extracelular delataLos ROCs mas
conocidos son los activados por union a glutamaid?, serotonina y
acetilcolina (Cavero and Spedding, 1983).

c. SOC ¢tore-operated calcium chanjetanales de Gaactivados por el
vaciado de depdsitos intracelulares (Putney, 2001).

2. Canales situados en la membrana del RE implicaults entrada de Ga

a. IPsR (Inositol trisphosphate receptprcanales en los que se induce la
apertura mediante el segundo mensajes¢BBrridge et al., 2000).

b. RyR (Ryanodine receptdren el caso de células musculares constituyen
un sistema muy especializado responsable del aoiked depdsitos
intracelulares de Gaimplicados en los ciclos de contraccion-relajacion
muscular (Meissner, 1994). En el caso de célulammusculares, se ha
descrito la apertura de estos canales tras lawdatimin con ADP ribosa
ciclica (Berridge, 1998; Clapper et al., 1987).

Puesto que los niveles que alcanza l£{[Cdurante los procesos de sefializacion
celular podrian llegar a ser toxicos para la célala el caso de mantenerse
permanentemente elevados, nos encontramos cors \ssiemas de extrusion de’Ca
que participan directamente en el control de leslas intracelulares de €a

1. Transportadores situados en la membrana plasmatica:
a. PMCA (plasma-membrane GaATPas bomba de G4 situada en la
membrana plasmatica que bombea €t @al interior celular al exterior
con gasto de ATP (Gill et al., 1984).
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Introduccion

b. Intercambiador N#C&*: intercambiador i6nico que extruye LTaal
medio extracelular utilizando el gradiente preexis: de Na
2. Transportadores situados en la membrana del RE:
a. SERCA 6arco(endo)plasmic reticulum €aATPas¢ bomba de Ca
situada en la membrana del reticulo endoplasm@tiecextruye C4 del
citoplasma al interior del RE (Ebashi et al., 1988sselbach, 1964).

MR

P

A\ §={ PLC
\ AN Lo A Ca®*
Of‘/’ a/ PMCA

- R

°® W

NCX
Na*

Figura 1: Sistemas de transporte de (?* en células eucariotas|PsR: receptor de I® IR: receptor ionotropic
PLC: fosfolipasa C; PMCA: C&ATPasa de membrana plasmatica; SERCA>*®@FPasa de reticu
endoplasmatico; SOC: canal de?Caperado por depdsitos intracelulares.

1.2 Seifializacion intracelular mediada por C&".

En numerosas ocasionesando un sefalizador extracelular se une a sptaece
especifico activa la ruta de los fosfoinositolesptbdo que activa indirectamente alguna
de las isoformas de la fosfolipasa C (PLC), quedtih fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(PIP) en inositol-1,4,5-trisfosfato (1§ y 1,2-diacilglicerol (DAG). ElI DAG es
hidrofobico y queda retenido en la membrana plasmaSin embargo, el $Pal ser
soluble, difundgor el citosol hasta interaccionar con su recepfaR) localizado en el
RE y liberar C4" desde el lumen del RE hacia el citosol (Bootmaal.e2001) Ademas,
otro activador de los BR es el incremento en la concentracion dé&" Caosolico, un
proceso denominado “liberacion de?Caducida por C&” o CICR (calcium-induced
calcium releasg Mediante este mecanismo el incremento del nivéaté citosélico en

las cercanias del receptogRPprovocan la activacion del mismo, lo que peraitgalida
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de mas C&, activando al mismo tiempo a receptores vecifigu(a 2).

Figura 2: Sefalizacién celular mediada por C?*. DAG: 1,2-diacilglicerol; PIR. fosfatidil inositol 4,5bisfosfato
PLC: fosfolipasa C; SC: sefializador celular; RE: reti@idoplasmatico; RSC: receptor especifico de sedal
celular.

De este modo, el aumento de la concentracion dé casdlico induce una
respuesta celular rapida en un espacio limitada délula. Este vaciado temporal de los
depositos intracelulares de Cafundamentalmente el RE) podria conducir a una
deplecion permanente cuando la sefalizacién sermgalen el tiempo. Para facilitar la
extension temporal de las respuestas celularesaaseializacion repetitiva, 0 una
sefializacion intensa, se activa otra ruta de emti@dCa" denominada entrada de®Ca
regulada (u operada) por depdsitos intracelulatesg-operated calcium entr$§OCE),
que permite el llenado de los depositos intracedglade C&# cuando existe una

disminucion significativa en los niveles de’Citraluminal (Lewis, 2007).

2. ENTRADA DE Ca?* OPERADA POR DEPOSITOS (SOCE).

En la membrana plasmatica nos encontramos un sisiencanales de €aque
permiten la entrada de €adel medio extracelular al citosol, permitiendo gsé la
SERCA contribuya al llenado del lumen del RE. Estasales se denominan canales
operados por depositos o canales SOCs, y la erdea@a&" a través de estos canales se

denomina entrada de €aperada por depositos o0 SOCE, ruta que se dgfimiprimera
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vez en 1986 (Putney, 1986). Sin embargo, el meranigue regula este influjo ha

permanecido sin esclarecer durante dos décadas.

Existe una proteina que se encarga de transmgeflal de vaciado de depdsitos
en el RE, conocida como STIM4t{omal interation molecule)lque es considerada un
sensor de los niveles de Lantraluminales del RE. Tras el vaciado del RE,NsTke
activa, oligomeriza y se transloca hacia las céasamle la membrana plasmatica
interaccionando con los canales SOCs para su eidinasiendo éste el paso

desencadenante del influjo de?Cimducido por el vaciado del REiQura 3).

gy, s
& / j DMJ
a?ps ”'”’A'J-. S'l )

S¢,

E }]&]‘J@_SEBCA

Figura 3: Esquema de la entrada operada por depdsitos (SOC La activacion de los BR, debido al incremento de

la generacion de §por la PLC, conduce a una primera salida d& @asde el RE. Esta salida est4 acompariada de la
relocalizacién de STIM1 que se aproxima a la membglasmatica donde activa los canales SOC paraubstila
entrada de Cadesde el medio extracelular y facilitar asi elémeento de la concentracion de?Cgitosolico necesario
para la generacién de las ondas dé"Gatambién para permitir el llenado del RE con tibjde que mantenga su
funcionalidad durante el tiempo que permanezcaaefta sefializacion.

Mediante diversos estudios se determin6 que laeipas STIM1 y ORAIL son
los principales componentes moleculares de la @émtde C4 regulada por depdsitos
intracelulares (Feske et al., 2006; Liou et alQ20Roos et al., 2005; Zhang et al., 2006b;
Zhou et al., 2010).
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2.1 STIM1.

2.1.1 Estructura.

STIM1 es una proteina de 685 aminoacidos formadavpoos dominios
claramente diferenciadogi@ura 4), destacando un dominio intraluminal, una Unica
region transmembranal y un dominio citosélico.

S 5TIMI luminal domain | 5TIM1 cytosolic domain
OASF 233474

Inhibitery helix
3-337  CAD347-448

123 20T 30833 S S0 An0-403 |

1-77 63-95" | 137200 714234 | 27304 35301 | [4D5-437 470491 GO0-624  BT1-68)
i T r—— T T E———————— — Foniey e
P cEF | KEF | sAM | TMD (Ced | (o |Cad Sal U o 13| Pa ‘K_[I
il Lok . L i), N, . LEREER 'k_.._.._._.ms._'m_-.._-. ‘s, ] \ g
s E. A CCiass343 | €C2i CC3 TRIP
56 13 ! 1613800,  300-473 B 7-45
TEELE | [EIRRER  (ODVEDHDERTS  EPERFURBERN
7687 318-377 | (3EgeaET | 475483 | fr1=68s)

Figura 4: Dominios moleculares de STIM1 El extremo N-terminal de la proteisa encuentra dentro del lumen
RE, mientras que el extremot&€minal esta orientado hacia el citosol. SP: pépsiefial; cEF: manos EF candn
hEF: manos EF oculto; SAM: domingterile a-motif, TMD: dominio transmembrana; CC: tres regiones ediibil
(CC1, CC2, CCQ), CC1 esta formado por wmekélices (@1, Ca2 y Ca3); SOAR: region activadora de ORA
formada por 4i-hélices (811, 12, Sa3 y Su4); CAD y OASF: son regiones de mayor amplitud q@&AR y que Ii
contienen; PS: dominio rico en serinaprolinas; TRIP: dominio de interaccion a microtigsy K: dominio rico e
lisinas, que tiene funcion de unién a fosfolipidesnembrangSoboloff et al. 2012, Nat Rev Mol Cell Biol 13(4p5
65).

1) El dominio intraluminal se corresponde con el erweN-terminal y en él

podemos encontrar las siguientes regiones:

- Dominio de manos EF de unién a?C&EF)

- Dominio de manos EF que no se une & (EEF) (Stathopulos et al., 2008).

- Dominio SAM o dominioa-sterile motif, que posee dos residuos de Asn
susceptibles de glicosilacion (Williams et al., 2P0

2) Dominio transmembrana.

3) En el dominio citosolico podemos diferenciar lagig@ntes regiones:

- Dominios coiled-coil: incluye tres regiones llamadaC1, CC2 y CC3. La region
CC1 se divide en tras-hélices, @1, Ca2 y Ca3 (Cole et al., 2008; Muik et al.,
2011; Yang et al., 2012).

- Dominio SOAR o region activadora de STIM1-ORAIlt&segion de STIM1 fue

descrita por Yuan y cols. en 2009 y se correspaatiela minima secuencia
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necesaria para la activacion de ORAIL1 (Yuan e809). Comprende desde el
residuo 344 al 442, y contiena4hélices, llamadas®., Su2, Su3 y Su4 (Yang
et al., 2009).

- El anterior dominio también es conocido como sedm€AD (CRAC activation
domain). Comprende desde el residuo 342 al 44& @aal., 2009).

- Segmento OASF (ORAIl-activating small fragment). @oemde desde el residuo
233 al 450 (Muik et al., 2009).

- Dominio rico en serinas y prolinas. Comprende desdesiduo 600 al 629.

- Dominio de interaccion a microtubulos, que compeeta secuencia TRIP
(residuos Thr-Arg-lle-Pro, desde el residuo 64@44) (Honnappa et al., 2009).

- Dominio rico en lisinas. Comprende desde el residdb al 685 (Liou et al.,
2007).

2.1.2 Activacion de STIML1.

Los dominios EF-SAM son las regiones necesariaa gatectar los niveles de
C&* dentro del lumen del RE. En células en reposddasmanos EF de STIM1 forman
un complejo estable junto con el dominio SAMgura 5). En células en reposo nos
encontramos unos niveles de*Can torno a 40M dentro del RE. Con estos niveles de
C&*, las manos cEF de STIM1 se unen a ion€s amando asi un complejo estable
entre cEF-hEF y el dominio SAM. Cuando la concendra de C&' intraluminal
disminuye, C#" se disocia del dominio cEF, lo que lleva a un dambnformacional de
la proteina, la cual adquiere una forma desplegauta que quedan expuestos residuos
hidrofobicos tanto de las regiones manos EF coma tegion SAM (Stathopulos et al.,
2008). Esta desestabilizacion de la proteina mezlidam exposicion de residuos
hidrofobicos conlleva a la activacion de STIM1 ystawior formacion de oligobmeros de
la proteina. Esta situacion es reversible de masm apando los niveles de Tae
restauran dentro del lumen del RE, STIM1 vuehestddo plegado o de reposo. Ademas,
se ha comprobado que ciertas deleciones en el do®&M provocan la pérdida de
capacidad para la formacion de multimeros, demudbise asi que esta region es vital
para la oligomerizacion de STIM1 (Baba et al., 2006
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a) 5TIM1 dimer
Flexible C terminus

b) Dimer of 5TIM1 SOAR 345-444
[sichix wiew)

C) Dimer of STIM1 SOAR 345444

{view from above)

Soui et Seriog {
.‘11::.; rg a7 €5 L Ser3gg
0t L - Lys3B6 -
SCVAR ¥
~Lys3E5 "‘F— ka: 5 . :
Crid- ] Jb j,-f Lys382 T« e
0] s Lys362 g ; " =
Cazf /\ ¥8 ij = TAra3a7 eyl ==
Col N Tt o B Lys385 — s Vg 5=
M 2 )
M & h 0y 3 Lys3a6 — sl %)
g ) <
ER mermtirane 1 L = Lys382 ]
14 | E y i} ¥ 1
. ! ¥ l‘ LysIBE -
- F.AM% gjﬂ - o
el R e oY .
: *-}{ "ﬂ: :51; 4 AraA57 5 L3S
Y cer Y n T W’ Serigy
) : ™
2 hEF -3 & e
= {a d

Figura 5: Estructura de dimero de STIM1 en reposc Estructura empaquetada de STIM1 en reposo. Elrdime
de STIM1 se mantiene unido mediante interaccieng® los dominios SOAR de ambas molécyfasboloff et
al. 201Z Nat Rev Mol Cell Biol 13(9):5--65).

Por otro lado, la porcion citosélica de STIM1 ceng tres dominios coiled-coll
(CC) muy conservados Yy situados inmediatamenteudsspe la region transmembrana.
Estos dominios CC estan formados por tres regi@€$, CC2 y CC3, encargadas de la
oligomerizacién de STIM1, es decir de las uniongseedistintas moléculas de STIML1.
En células en reposo los dominios de manos cEF td1Sse encuentran unidos al i6n
C&* formando el complejo manos EF-SAM, mientras quedéeina STIM1 se encuentra
agrupada en dimeros (Covington et al., 2010; Mu&.e2009; Penna et al., 2008; Yang
et al., 2012). Estos dimeros de STIM1 se mantiengavés de la interaccion entre las
regiones CC (en particular la regién CC1) y los ohims SOAR del par de moléculas de
STIM1 (Covington et al.,

STIM1 (desde los aa 238-423) (Covington et al. 2¥ang et al.,

2010). Estas regiones ©@prenden un amplio segmento de
2012).

Andlisis de la proteina STIM1 llevados a cabo meteiaristalografia revelan que
el dominio SOAR de STIM1 esta compuesto parldélices (345-444), dos hélices largas
(Sal, Su4d) y dos hélices pequefasui@y S3). La estructura molecular de STIM1 nos
revela que la regionc (347-354) de una molécula de STIM1 interacciararesiduos
del segmento &4 (429-436) de la otra molécula en un dimero deV&T{Yang et al.,
2012).

Por otro lado, cuando se expresa STIM1 con el extr€-terminal delecionado

se observan uniones inestables entre molécula$ltlSras el vaciado de depdsitos, lo
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que sugiere que estas regiones son necesarideasa multimeros estables de STIM1,
aungue no es la Unica regién que participa entéaidocion entre moléculas (Covington
et al., 2010). Asi, se concluy6 que las interacsotle STIM1 a través del extremo N-
terminal se estabilizan con las interacciones dagrelominios del extremo C-terminal.

Por tanto, aunque la region SAM participa en latimarizacion de STIM1 inducida por

el vaciado de depdsitos, los dominios coiled-coilSQAR permiten una robusta
multimerizacion de STIM1, permitiendo que se formautimeros estables.

Los residuos &cidos de STIM1 localizados en ladre@io3 del CC1 (318-322,
EEELE) presentan una estructura muy parecida egrext C-terminal de ORAI1 que se
une a STIM1. En este sentido se ha mostrado gaeregion de STIM1 (318-322,
EEELE) actia como region inhibidora de la regidonARO Estudios en los que se
sustituyeron los cuatro glutamatos por alaninas ABA), mostraron la unidn
constitutiva entre ORAIL y STIM1, y se observo agéivacion constitutiva de ORAIL,
incluso cuando el RE presentaba niveles altos d&(&arzeniowski et al., 2010). Esta
region inhibitoria puede unirse directamente cae¢gdn basica de STIM1 (aminoacidos
382-387, KIKKKKR), que se encuentra en la regiori 8el dominio SOAR, bloqueando

la interaccion electrostatica entre STIM1 y ORAI1L.

El dominio CAD de STIM1 también se une al extremtefninal de otros canales
diferentes a ORAI, como el canal @L&. Sin embargo, en este caso se ha comprobado
que STIM1 inactiva estos canales €2 mediante dos mecanismos: por un lado mediante
interaccion fisica y por otro, mas lenta, estimdtata internalizacion del canal y su
degradacion (Park et al., 2010; Wang et al., 2010).

En resumen, en estado de reposo encontramos dirder&TIM1, que se
mantienen unidos mediante interacciones entre dgomes CC1 y SOAR. Para la
activacion de STIM1 tras el vaciado de deposit@as,régiones del extremo N-terminal
interaccionan de un modo inestable y estas uniemestabilizan tras la interacién de las
regiones del extremo C-terminal, lo que conduceafarma desplegada de la proteina
(Figura 6). Por tanto, la region SOAR de STIML1 tiene un dgidpel, por un lado media
la transicién de STIM1 en su conformacién en oligoms activos, y por otro lado se une
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directamente con ORAI1, activando asi a dichoslear({®ark et al., 2009; Yuan et al.,
2009).

Extracellulat space
Plasma membrane

Figura 6: Activacién y
multimerizacion de  STIM1.
Dimero en estado de reposo de la
proteina STIM1, formado por una
estructura plegada, que tras detectar
bajos niveles de Ga dentro del
lumen del RE adquiere una forma
desplegada. La forma activa
(dimero) interaccionara
posteriormente con otras moléculas
de STIM1 formando multimeros
activos. (Soboloff et al. 2012. Nat
Rev Mol Cell Biol 13(9):549-65).

2.2 ORAIL

ORAI1 (Calcium release-activated calcium channel protejred una proteina
transmembranal que forma un canal selectivo déyCgue se activa tras el vaciado de
depdsitos intracelulares tras la interaccion cotV3TEn este sentido trabajos iniciales
permitieron determinar que la mutacién R91W en QRAhusa inmunodeficiencia
severa por la pérdida del influjo de?Can células T, y por su consiguiente incapacidad
para ser activados (Feske et al., 2006), lo queipérestablecer su papel como mediador
en SOCE y la generacion de la corriente CRAC.

ORAIL contiene 4 dominios transmembrana con eleextr C-terminal y N-
terminal intracelular dirigidos hacia el citosoh kegion C-terminal de ORAIFi{gura
7) est4 formada por una region coiled-coil pequaif@ep la responsable de la union a
STIM1, ya que la delecion de esta region llevaiaHibicion de la apertura de los canales
SOC mediada por STIM1 (Muik et al., 2008). Adens&sha identificado un grupo de
residuos é&cidos dentro de este segmento coiled-deil ORAI1 (272-291;
ELNELAEFARLQDQLDHRGD) como la regién que estd ingalda en la union a
STIM1 y activacion de canales SOCs. Estos residomos Glu272, Glu275, Glu278,
Asp284, Asp287 y Asp291 del extremo C-terminal deACL, deben interaccionar
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electrostaticamente con la region coiled-coil déMBIT de naturaleza basica, dentro de
la region SOAR (382-387; KIKKKR) (Calloway et &010; Korzeniowski et al., 2010).

Di10/112/114

TM1

151 VSNVHNL o

ssEHSMQALSWRKLYLSRAKLKASSR,, . .RQFQELNELAEFARLODQLDHRGD,,,
Figura 7: Estructura de ORAIL. El esquema nos muestra la proteina ORAI1 incluide 4 dominios
transmembrana (TM1-TM4), @-hélices que unen dichos dominios transmembrameytremo C-terminal y
N-terminal, ambos orientados hacia el citoplasmalae (Lewis, RS, 2011. Cold Spring Harb Perspect Biol.
1;3(12)).

ORAI1 forma un canal funcional mediante un tetram@enna et al., 2008)
(Figura 8). Los residuos con carga negativa presentes leélitee C-terminal, asi como
aquellos presentes en el poro del canal son Ipemnsables de la selectividad del canal
al ion C&". En este sentido, se ha demostrado que los resitigos de glutamato en las
posiciones 106 y 190 (TM1 y TM3) y de aspartatdanposiciones 110, 112 y 114
(region de union entre TM1 y TM2) confieren al daselectividad por G4, ya
mutaciones en estos residuos provocan un aumenaopenmeabilidad a Ga(Prakriya

et al., 2006; Vig et al., 2006; Yeromin et al., 8R0

a) Orail tetramer b} Orail 260-301 C terminus

_ Glul72
4

'*QH Gluz7s

Flasma
membrans

Glu I8

AspZBT
Aspial

Figura 8: Estructura del tetramero que forma el canal de ORAL. (A) El esquema nos muestra los resit
transmembrana (naranja), secuencias extracelitéraeelular (azul) y extremo @rminal (verde). Los residuos ¢
carga negativa responsables de la unién a STIMkeega en el extremo @rminal, asi como en la parte del inte
del poro encargada de seleccionar el paso ée (B3 Estructura de la-hélice del extremo @rminal. Se muestr.
los residuos acidos (Glu272, Glu275, Glu278, Asp2&$287 y Asp291) que deben unirse a los residasgos dt
dominio SOAR de STIM1.Soboloff et al. 2012. Nat Rev Mol Cell Biol 13(9):58).
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El vaciado de C4 en el RE activa SOCE mediante una reorganizacgfad
distribucién de STIM1 y ORAI1 en las células. Eifutas en reposo los niveles de’Ca
en el RE se sittan en torno a 400-p0A y en este estado tanto STIM1 como ORAIL se
encuentran localizados de modo difuso en la memaltahRE y la membrana plasmatica
respectivamente. Cuando se vacian los deposit@ahtlares se produce un cambio
conformacional de STIM1 que estabiliza a la molggulleva a la oligomerizacion de
STIM1 y translocacion a las cercanias de la mensbasmatica (MP) mediante
yuxtaposiciones MP-RE. El vaciado de depdsitosnest la interaccion ORAIL-STIM1

que permite la activacion del cangldura 9).

STIM1 Tight State STIM1 Extended State I STIM1 Oligomerized state
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Figura 9: Activacion de canales SOC mediada por STIM: Se muestra el modelo para la activacion de caf&:
comenzando con la activacion de STIML1 tras el whcide depdésitos, adquiriendo una estructura desgdequ
posteriormente oligomiza, alcanza las proximidades de la MP, intera@ido con los canales SOCs formados
tetrAmeros de ORAI1 gque se activan, permitiendmticada del C# al interior celular. Rahrner et al. 2014J. Biol
Chem. 289(48):33231-33244).

Estas zonas de union RE-MP son regiones estrenHas gue ambas membranas
se aproximan unos 20 nm (Giordano et al., 2013; €ral., 2009; Shen et al., 2011). El
dominio citosélico de STIM1 abarca el espacio eatiRE y la MP, de modo que la cola
polibasica de STIM1 rica en lisinas es la respolesgdunion a fosfolipidos de membrana
como fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIPy fosfatidilinositol 3,4,5-trisfofato (PHp

(Bhardwaj et al., 2013; Ercan et al., 2009).

2.3 STIM1 es una fosfoproteina.

Maniji y cols. describieron en el afio 2000 que STI&luna fosfoproteina,
destacando que la fosforilacion de la misma egtabsenterincipalmente en residuos

de serina (Maniji et al., 2000). Mediante ensaygsrdeeémica a gran escala y analisis de
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espectrometria de masas, Olsen y cols. comprolmistencia de numerosos residuos
de serina fosforilados en STIML1 tras tratar lagleSlHeLacon EGF (Olsen et al., 2006),
sin embargo no han existido trabajos detalladoa pamprobar la naturaleza de los
residuos fosforilados hasta 2009-2010.

SOCE no es una ruta activa durante la mitosis ysmeei(Machaca and Haun,
2000; Preston et al., 1991). Por ello, Smyth y.cetdudiaron los residuos de STIM1
suceptibles de ser fosforilados durante la mitdsisélulas HelLa y células HEK29&ra
compararlos con los determinados en cultivos a&meoos. Asi se demostré que las
serinas 602 y 608 aparecian desfosforiladas dutantgtosis, mientras que las serinas
486 y 668 se encontraban fosforiladas (Smyth e2809). En este mismo trabajo, se
pudo comprobar que la doble sustitucion de segoaslaninas en los residuos 468 y
668 (S468A/S668A) restauraba SOCE en mitosis, éoaqpunfirmo la implicacion de la
fosforilacién de STIM1 en las Ser468 y Ser668 etosis para inactivar SOCE (Smyth
et al., 2009). También en 2009 Yu y cols. estudidacfosforilacion de STIM1 durante
la meiosis en oocitos, y utilizando mutantes de MATIque mimetizaban la
desfosforilacion constitutiva (sustitucion S/A),tass autores determinaron que la
fosforilacion de los residuos de Ser no modulabantdtimerizacion de STIM1 en
meiosis, por lo que concluyeron que este processenencontraba implicado en la
inhibicion de SOCE durante la meiosis (Yu et @09.

En 2010 Pozo-Guisado y cols. mostraron que ERKdsbofilaba las Ser575,
Ser608 y Ser621 de STIMA vitro, y demostraron ademas que la fosforilacion de STIM
era necesaria para la activacion de SORRivo, afirmacion que se reforzé con la
sustitucion de las Ser575, Ser608 y Ser621 porirdammimetizando asi una
defosforilacion constitutiva, en una version muta@éaSTIM1 que veia disminuida la
entrada de Camediante SOCE (Pozo-Guisado et al., 2010).

Posteriormente Lopez y cols. mostraron que STIMibtén podia ser fosforilado
en residuos de tirosinas en plaguetas humanastdsgalacion tenia lugar poco tiempo
después de la adicion de Tg, de tal modo que acarries de la multimerizacion de
STIM1. También pusieron de manifiesto la implicacde esta fosforilacion de STIM1
en residuos de tirosinas para la asociacion de $Ti los canales de ORAIL presentes

en la membrana plasmatica y la consecuente adiivalei SOCE (Lopez et al., 2012).
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En conclusion, la fosforilacion de STIM1 pareceetenna papel regulador de la
activacion de SOCE en células en interfase, aupgoece ser un regulador negativo
durante la mitosis. Por ello, y dado que STIM1 esustrato de las quinasas ERK1/2, es

conveniente destacar aqui algunos aspectos dadhzseion mediada por ERK1/2.

3. RUTA DE SENALIZACION CELULAR RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2.

La ruta de sefializacion celular RAS-RAF-MEK1/2-ERK%s una ruta de
sefalizacion que forma parte de la ruta de lagfpra$ quinasas activadas por mitbgenos
(MAP quinasas -Mitogen activited protein kinasesksta ruta de sefializacion esta
compuesta por una cascada de serinal/treonina gairgige transforman estimulos
extracelulares en respuestas celulares. Los faagoleactivan la ruta son principalmente
factores de crecimiento, entre los que se inclwfdactor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor de crecimiento nervioso (NGF) o atdéa de crecimiento plaquetario
(PDGF). Ademas esta ruta es activada por ligandagckptores acoplados a proteinas
G (GPCRs), y en respuesta a insulina (Boulton.ef@90), citoquinas, estrés osmatico
y desorganizacion de microtubulos. Las respuestiataces a esta activacion son muy
variadas y abarcan procesos como proliferacionlarelmitosis, expresion génica,
supervivencia, apoptosis y diferenciacién celularactivacion del receptor mediante la
unioén de un ligando (factor de crecimiento o ciiaglprovoca que se active la actividad
tirosina quinasa del receptor, uniéndose asi eolzima GRB2Growth factor receptor-
bound protein 2 que activa a la proteina G monomérica RAS, ya@se vez activa a
RAF vy finalmente a las serinas/treoninas quinas&KM2, que son activadoras de
ERK1/2 Figura 10).
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Growth factor

Figura 10: Esquema de la ruta de sefializacic
RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2. Esquema de
ruta que se inicia con la union del factor
crecimiento a su receptor de membi
especifico, y continlia con la ruta de sefialize
mediante fosforilacion y pdanto activacion ¢
las MAP quinasas implicadagKin HJ. 2004
Nature Reviewsn Molecular Cell Biology ¢
441-450).

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

3.1 RAS.

La proteina RAS es una proteina G monomeérica, ciividad GTPasa, que actlua
como interruptor molecular. Se han descrito 4 iso&s de la proteina RAS: H-RAS, K-
RAS4A, K-RAS4B y N-RAS, que se expresan de form@egea en todos los tejidos y
tipos celulares estudiados. La proteina RAS prasgog conformaciones estructurales,
por un lado RAS unido a guanosina difosfato (G3¥®ndo ésta la forma inactiva de
RAS, y por otro lado RAS unida a guanosina trifusf@GTP), la forma activa de la
proteina Figura 11).

GEFs

o a»
Figura 11: Activacion de RAS.
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La activacion de RAS se lleva a cabo en la membpdammatica mediante la
implicaciéon de SOS, un factor de intercambio deletimos de guanina (GEF) que
cataliza el intercambio de GDP a GTP (Niault andd&ani, 2010). En este proceso de
activacion también esta implicada la proteina GRB& forma un complejo con SOS,
complejo que hace de puente entre el receptoirtaapiinasa activado por su ligando y
la proteina RAS. La proteina GRB2 consta de un dion8H2, a través del cual se une
al residuo fosforilado del receptor tirosina-quanakste dominio SH2 de GRB2 esta
flanqueado por dos dominios SH3, que se unen dg@@cente a secuencias ricas en
prolinas, siendo estos dominios los responsablés aieion al extremo C-terminal de la
proteina SOS. De este modo, SOS es reclutadaasblca la membrana plasmatica como
resultado de su interaccion con GRB2, lo que es$titaufuncion GEF de SOS y activa a
RAS mediante el intercambio de GDP por GTP. GRB2&s de unirse directamente
al receptor tirosina-quinasa, puede unirse a trdeék proteina SHC que presenta un
dominio PTB (de union a tirosina fosforilada) enegtremo N-terminal (Vigil et al.,
2010).

La proteina RAS se inactiva mediante proteinasaaras de GTPasas (GAPS),
las cuales potencian la actividad GTPasa de RASfdranas de RAS oncogénicas que
presentan mutaciones en los residuos 12 o 61nter@imida la sensibilidad a las GAPs,
por lo tanto se mantienen constitutivamente unad&TP, es decir activas (Bos, 1989;
Karnoub and Weinberg, 2008).

Las proteinas RAS modulan funciones celulares édesc y de entre sus
efectores encontramos las proteinas RAF (Vojtek. £1993; Warne et al., 1993; Zhang
et al., 1993).

3.2 RAF.

La familia RAF es un grupo de proteinas serinarfirequinasas citosélicas que
se activan tras la union directa con la proteiné&&f3VP. En células de mamiferos se
expresan tres isoformas de esta familia, A-RAF, A-Ry C-RAF. Las diferentes
isoformas de RAF presentan distinta afinidad poaativador asi como por su diana,
MEKZ1/2 (Leicht et al., 2007). B-RAF se considerarias activa (Hu et al., 2013). Se ha

observado que aproximadamente el 7% de B-RAF estadm en diferentes tipos de
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cancer, sin embargo mutaciones en A-RAF o C-RAFmsenos abundantes (Davies et
al., 2002; Mercer and Pritchard, 2003). La mutagaitds comun en B-RAF es la que
sustituye la valina 600 por glutamato e inducectavacion constitutiva de B-RAF (Wan
et al., 2004).

La activacion de RAF requiere la translocacién ankmbrana y ademés la
actividad se regula mediante fosforilacion (Matadia et al., 2011). Para la activacion de

RAF se requiere de la fosforilacion en sitios dists de la proteina:

1. Fosforilacion de dos residuos del dominio de actévade la quinasa (Chang and
McCubrey, 2001).

2. Fosforilacion de una serina y una tirosina en ore cercana al extremo N-
terminal que se denomina dominio N-terminal acidi¢i®\). En este caso B-RAF
tiene la serina fosforilada de modo constitutiva firosina aparece sustituida por
un residuo de Asp (Diaz et al., 1997; Marais et1#195; Mason et al., 1999).

La proteina RAF aparece en un conformacion cema@ae confiere un estado
inactivo. El dominio N-terminal, que contiene ehaaio regulatorio, se pliega ocultando
asi la region catalitica (Tran and Frost, 2003da Esnformacion inactiva de la proteina
se estabiliza por la proteina 14-3-3, que se Ua® serinas constitutivamente fosforiladas
de RAF (S259 y S621 en C-RAF; S365 y S729 en B-R&Ft4 y S576 en A-RAF)
(Matallanas et al., 2011). Por otro lado, la urdéB-RAF o C-RAF a RAS-GTP desplaza
a la proteina 14-3-3 de la serina del extremo Nteal dejando libre un extremo de la
14-3-3. En esta situacion el extremo libre de IeB13se une a otra molécula de RAF
formando asi un dimero (homodimeros en el casoBAEY heterodimeros en el caso
de B-RAF que se une a otra molécula de C-RAF).ilBked se encuentra estabilizado
por la proteina 14-3-3 que forma un puente entseelktremos C-terminal de cada
mondmero de RARHigura 12). Un vez formados los dimeros unidos a RAS, uniosle
monomeros cede su grupo fosfato del NtA al domiuiimasa del otro monémero, por lo
gue activa este dominio quinasa que ya es capazide a su diana, MEK1/2 y activarla

mediante fosforilacion.
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Figura 12: Activacion de RAF por RAS. (A) todas las isoformas de RAF tienen un dominio deruai®AS en «
extremo N-terminalRBD) y un dominio rico en cisteinas (CRD), ambos sades para el reclutamiento ¢
membrana. El dominio con actividad quinasa se ericaien el extremo @&rminal con la region de activacion (ver
Cerca del dominio quinasa en direccion al extrerteritinal encontramos el dominio NtA (roj¢R) RAS activad:
recluta B-RAF a la MP. RAS permite la uniéon de otraléoula de RAF. Ya en el dimero el NtA deRB¥
constitutivamente activo induce un cambio confoiioa que permite la cis-fosforilaciéredmonémero receptt
permitiendo la unién a MEK vy su fosforilaciofC) C-RAF puede disociarse deMBAF y dimerizar y activar a ot
molécula de RAF, llevando a la amplificacién dedaa. Cseh B et al 2014. FEBS letters 588: 2398-2406).

3.3 MEK1/2.

La familia MEK (mitogen extracellular signal-regulated kinadsembién llamada
MAPKK, es una familia de quinasas que se activarfgeforilacion. La proteina RAF,
como hemos comentado en el apartado anterior,rflassoMEKL1 en las serinas 218 y
222 (Zheng and Guan, 1994) y en el caso de MEKa®Berinas 222 y 226. MEK1/2

catalizan la fosforilacién tanto de treoninas cdirasinas de sus proteinas diana.
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La asociacion de MEK con su activador (RAF) asi e@mon su diana (ERK1/2)
se lleva a cabo a través de la proteina KSR (Watmwk Seger, 2011). La proteina KSR
(kinase supressor of Rass un modulador positivo de esta via (McKay et28111) que
actua de andamiaje para unir a RAF, MEK y ERK.¥&leano C-terminal de KSR posee
ciertas caracteristicas de proteina quinasa (Hmeetial., 1995), por lo que a este tipo de
proteinas se les considera pseudoquinasas (Maenalg 2002), ya que tienen mutados
uno o varios residuos necesarios para desarroilactividad catalitica. KSR2 se une a
MEK1 manteniendo su dominio catalitico inactivo, i@ los dominios de KSR2 y
MEK1 estan enfrentados (Brennan et al., 2011)alFigura 13 podemos ver un esquema
que nos resume la activacion de MEK. Cuando B-RAkre a C-RAF y lo activa, el
complejo KSR/MEK es reclutado hacia la membrana gsta forma B-RAF se une de
modo estable al complejo KSR/MEK, induciendo unls@anconformacional que expone

el segmento de activacion de MEK, permitiendo ssfokrilado por C-RAF.

Figura 13: Modelo para la activacién de MEK. (A} En células en reposo nos encontramos con B-RARAEy e
complejo KSR/MEK en el citoso(B) RAS activado recluta a RAF a la membrana plasmatica, accion en le
participa B-RAF.(C) El complejo KSR/MEK también se localiza en la meamiar e interacciona con BAF,
induciendo un cambio conformacional que exponeginento de activaciéon de MEK que puede asi seorftzafc
por C-RAF. McKay MM et al, 2011, Small GTPases 2:5, 276-281).

Debido a la importancia de esta ruta y su implim&n muchos tipos de cancer,
se han desarrollado varios inhibidores de estaas&s MEK1/2. Entre éstos nos
encontramos con PD0325901 y PD184352 (Davies,&Q00; Rinehart et al., 20048l
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inhibidor CI1-1040 o PD184352 fue el primer inhibidde MEK que se utilizé para

ensayos clinicos, pasando los ensayos en fasenuaulos estudios en fase Il se
detuvieron puesto que los resultados fueron negmtiRD0325901, que es un derivado
de CI-1040 con modificaciones en su estructura gpaintambién ha sido utilizado para

ensayos clinicos, tanto en fase | como en fasgebdlt-Leopold and Herrera, 2004).

3.4 ERK1/2.

ERK (Extracellular-signal-regulated kinasgses una familia de MAP quinasas
que cuenta con dos isoformas, p44 ERK1 y p42 ERH@ufa 14) que comparten un

84% de homologia ademas de compartir muchas derstisnes (Lloyd, 2006).

1 42 100 200 300 330 360
| | | | |
:m ERK1 ll|:|pr+ein kinase domain
| ‘
1 25 l 313 343
! |
:ﬂ] ERK2 l[|:|prn||ein kinase| domain
\_Y_l \_Y_l
| |
Glycine-rich Hinge Catalytic Activation Kinase insert
loop region HRD segment domain

Figura 14: Estructura de ERK1/2. Esquema de la estructura de las quinasas citopiaasi&RK1 y ERK2 donde
observan los dominios cataliticos entre otros. (RekkJR, 2012, Pharmacological Research 66, 105-143).

MEK1/2 cataliza la fosforilacion de la tirosina 2@4reonina 202 de ERK1 y la
tirosina 187 y treonina 185 de ERK2, siendo ladakfcion de los dos residuos necesaria
para la activacion de la quinasa. En reposo, ERIS&/focaliza principalmente en el
citosol, donde se encuentra unido a MEK1/2 (Fuketda., 1997). Cuando ERK1/2 es
fosforilado por MEK1/2, ERK1/2 dimeriza y se dibrye por toda la célula,
translocandose también al nlcleo (Zehorai et @LOR

Las quinasas ERK1/2 fosforilan proteinas que coatiela secuencia Pro-X-

Ser/Thr-Pro, entre las que se han descritos lagesigs (Yoon et al., 2006):

- Factores de transcripcién: NFAT, c-Myc, c-Fos, ELRTAT3
- Receptores y otras proteinas de membrana: EGFRC EB&, GAB2
- Proteinas citoplasmaticas: RSK, STAT5, MEK, PLARX2, SOS
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- Componentes del citoesqueleto: MAPs, calponina
- Proteinas mitocondriales: Bcl-2
Por otro lado, nuestro grupo de trabajo ha desqt® STIM1 es otra de las

proteinas diana de las quinasas ERK1/2 (Pozo-Guisaal., 2010), al menos in vitro, y
de hecho gran parte del trabajo que se describstaimemoria esta enfocado en analizar
la regulacién de STIM1 por la fosforilacion de adtidianas de ERK1/2 in vivo. Para
llevar a cabo estos experimentos de analisisfdsfarilacion de STIM1 por la ruta RAS-
RAF-MEK1/2-ERK1/2 hemos empleado uno de los factonés ampliamente estudiados
y empleados para estimular esta ruta de sefalizagiéactor de crecimiento epidérmico,
EGF.

4. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF).

EGF es un factor de crecimiento que fue descubiemtda década de los 60
(Cohen, 1964) y que afios mas tarde ya se relaciomda estimulacion de células en
cultivo (Cohen et al., 1975; Hollenberg and Cuatsas, 1973). EGF es una proteina de
6,4 kDa muy conservada en la evolucion y pertereeda familia de factores de
crecimiento EGF I, que incluye otros factores car@--a (Transforming growth factgr
o HB-EGF Heparin binding growth factgr(Harris et al., 2003; Schneider and Wolf,
2009).
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EGF se ha estudiado ampliamente desde su descebtimipudiéndose
demostrar su participacién en proliferacion y migia de queratinocitos, células
endoteliales y fibroblastos, ademas de facilitarelgeneracion dermal (Wenczak et al.,
1992). EGF es clave en la sefializacion molecularcélelas epiteliales para la
movilizacion celular, siendo un factor implicado emepitelacion (Hardwicke et al.,
2008). Se ha demostrado ademas que EGF es el mstyawlo para la migracion de
fibroblastos asi como para el cierre de heridagédet al., 2009; Fernandez-Montequin
et al., 2009). Ademas, también es conocido que E&E asociado al desarrollo y
expansion de cancer de mama (Kim and Muller, 1989%0lo promocionando un efecto
mitogénico, sino estimulando la migracion e invaside las células tumorales
(Maheshwari et al., 1999; Ware et al., 1998; Wedlal., 2002) Figura 15).

1. - fl ™
M.g£uon / _R_ Y 5- ,}; Gs\.:,j@
Vi / @

Proliferation e scherin)

Cytoprotection

Figura 15: Esquema de las rutas de sefializacion en las queéesnplicado EGF. La figura nos muestra |
distintas rutas de sefializacion en las que esthcemp EGF, con el fin de desencadenar una serie de s
celulares como son proliferacion, migracion, citdpccion o transicion epitelimesénquima, que se muestra ¢
esquema con las siglas EMBodnar RJ, 2011. Advanc Wound Care. Vol 2:1).

4.1 Receptor de EGF (EGFR).

El receptor de EGF pertenece a una familia de teteptirosina-quinasas (RTK),
formada por cuatro isoformas, EGFR (ErbB1l), HER®ua-(ErbB2), HER3 (ErbB3) y
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HER4 (ErbB4). Las isoformas EGFR y HER4 son foro@mapletamente funcionales del
receptor, mientras que ErbB2 no tiene ligando rgmr tanto sélo es capaz de activarse
cuando se asocia a otra isoforma formando un litesvo activo o en ocasiones
homodimero pero inactivo. La isoforma ErbB3 no podeminio quinasa funcional.
Existen numerosos estudios en los que se ha pddidostrar como la sobreexpresion o
la hiperactivacion de estos receptores de EGF egsponsables del desarrollo de gran
variedad de tipos de cancer (Hutchinson et al.528bwinsky et al., 2004; Rush and
Ceresa, 2013; Tomas et al., 2014).

El receptor de EGF se encuentra en la membrana@l&es y cuando su ligando
especifico se une al dominio extracelular del rewepstabiliza al mismo mediante un
cambio conformacional que permite la dimerizaciéhrdceptor, lo cual a su vez permite
su activacion (Burgess et al., 2003; Ogiso et28l02). El dominio interno del receptor
(extremo C-terminal de la proteina) posee una seriesiduos de tirosina suceptibles de
ser fosforilados (Y992, Y1045, Y1068, Y1148 y Y1) {Schulze et al., 2005; Ullrich et
al., 1984) Figura 16). Ademas este dominio interno tiene actividadstiva-quinasa, de
tal manera que cuando el receptor dimeriza, seupedna trans-autofosforilacion,
afadiéndose grupos fosfato a los residuos dertasgiel monémero vecino. Esta trans-
autofosforilacion es el evento necesario paratlaaadn del receptor (Nolen et al., 2004;
Zhang et al., 2006a). Estos dominios fosforiladels€ceptor se unen a proteinas dianas
del interior celular que poseen dominios SH2 o awosiPTB, responsables de transmitir

la sefal.
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(1621) "\ (e.g. Ec@@. o
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Figura 16: Dimerizacion de EGFR En el esquema podemos ver como el rexape EGF aparece en la memb
plasmatica en forma de monémero y tras unirsdigado (EGF) se produce un cambio conformacional eominic
extracelular del receptor lo que permite la dimamian del mismo.Endres NF et al, 2014. Trends Bioch8wi. 39
10).
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5. RESVERATROL.

El resveratrol [3,5,4'-trihidroxiestilbeno] (RES$ ena fitoalexina natural que se
encuentra enriquecida en la piel de la uva y coomsecuencia en el vino tinto y cuyo
consumo se ha relacionado con numerosos efectesidesos para la salud (Baur and
Sinclair, 2006; Mukherjee et al., 2010). RES fueniificado por primera vez como un
componente activo en raicesRi@ygonum cuspidatugnpresenta una estructura quimica
muy similar a la de algunas hormonas esteroide@sirfa 17). De hecho, numerosos
trabajos han mostrado que RES actia como un fiémgsto capaz de interaccionar con
el receptor de estrégenos e inducir una actividg@higta o antagonista sobre dicho
receptor. Esta respuesta celular puede ser mwgblardependiendo del tipo celular y de
la concentracion de RES utilizada (Bowers et &l002 Schmitt et al., 2002).

OH
YN »

OH
Figura 17: Estructura quimica de

Frans - tesverateol trans-resveratrol y cis-resveratrol.

: O N O
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OH
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Numerosos estudios han puesto de manifiesto ehgiateefecto terapéutico de
RES en el tratamiento y prevencion de diversase@ades. Asi, se ha observado que
RES es un compuesto quimiopreventivo y quimiotarapeé capaz de inhibir el proceso
de carcinogénesis en diferentes estadios (Jarig #987). Por otro lado, el consumo de
vino tinto y extractos de uva con alto contenid®&® se ha relacionado con un potencial
efecto cardioprotector. En este sentido, numerestglios han puesto de manifiesto que
RES inhibe la funcién de leucocitos polimorfonucésaen enfermedades de corazén
(Rotondo et al., 1998), disminuye la agregaciormgyedaria (Chen and Pace-Asciak,
1996; Demrow et al., 1995; Orsini et al., 1997)(Kson et al., 2000) promueve
vasorelajacion (Lekakis et al., 2005), suprimemrd&riosclerosis (Wang et al., 2005),
reduce la peroxidacion de lipidos (Fuhrman et1895) y regula las concentraciones

séricas de colesterol y triglicéridos (Frankel let 2993; Zern et al., 2003). Ademas,
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debido a su capacidad antioxidante (Karlsson e2@00; Wang et al., 1999), el RES se
ha relacionado con una alta actividad anti-inflariat proceso intimamente relacionado
con enfermedades cardiovasculares, cancer y ottksaias como son la artritis,

enfermedad de Crohn o psoriasis.

El RES inhibe la proliferacion de diversas lineékilas tumorales, induciendo
muerte celular apoptotica de manera selectiva &naséque responden a hormonas
esteroideas (Benitez et al., 2007a; Benitez e2@D7b; Pozo-Guisado et al., 2002; Pozo-
Guisado et al., 2004). A lo largo de los ultimosafiws se ha evidenciado el efecto de
RES como agente antitumoral, no solamente a nizdltracion de la supervivencia
celular y aumento de la apoptosis sino también ieeles mas avanzados de la
enfermedad, inhibiendo la invasion del tumor ydgiagénesis, asi como la inhibicidon
de procesos antiinflamatorios, evitando asi la agigin y la consiguiente metastasis que
pueden provocar dichas células cancerigenas (Atlzy, 2009; Baur and Sinclair, 2006;
Cucciolla et al., 2007; Jang et al., 1997; Mukhegeal., 2010).

Numerosos estudios muestran un amplio espectreadagipara el RESFigura
18) incluyendo reguladores de ciclo celular, factatesranscripcion y reguladores de las
vias de apoptosis y supervivencia celular (Athaailet2009; Baur and Sinclair, 2006;
Cucciolla et al., 2007; Mukherjee et al., 2010).Rfiene un rango de accion en el
intervalo micromolar y su actividad biologica degerde la actividad simultanea en
multiples dianas moleculares. Enzimas relacionadas la sintesis de mediadores
proinflamatorios a partir del acido araquidénicomo son la ciclooxigenasa y la
lipooxigenasa (COX y LOX) estan inhibidas por REsil{baramaiah and Dannenberg,
2003), siendo este efecto muy importante en ertregnto del cancer debido a la intima

relacion que existe entre el desarrollo del caadaflamacion.

Numerosas quinasas estan moduladas por RES, iemdémd-quinasas como
serina-treonina quinasas (Jayatilake et al., 1998)nhibicién de PKC por RES se ha
relacionado con la inhibicion del crecimiento catul la induccién de apoptosis en varios
tipos de tumores (Atten et al., 2005; Stewart atgti@n, 2004). Otra familia de quinasas
dianas del RES son las MAPK, en las que se indiRK1/2, JNK1/2 y p38 MAPK,
presentando RES un papel quimiopreventivo en @rdaio de cancer, incluidos células
de cancer de mama (Pozo-Guisado et al., 2002utaséde cancer de préstata (Benitez
et al., 2007a). Se conoce bien que RES modulaldessefializacion de fosfoinositol-3-
quinasa (PI3K), es decir, PI3K-PKB/AKT-GSK3 (Beunitt al., 2007b; Pozo-Guisado et
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al., 2004). Sin embargo, el mecanismo moleculaetidto regulador de los estilbenos

sobre la homeostasis de la fdano esta claro, del mismo modo que no se conocen su
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Figura 18: Dianas moleculares de RE! Esquema que nos muestra un gran espectro de naslélanas conocids
de resveratrol.Mukherjee S et al., 2010. Dose-Response. 8:478-500)

dianas moleculares (Zakharov et al., 2004), pquimse ha empleado RES en este trabajo
para determinar el mecanismo molecular de su moidulasobre la [CA]i, una vez
conocido que altera diferentes actividades quinglsaantes para la activacion de SOCE,
como ERK1/2.

6. PROTEINA END-BINDING 1 (EB1).

6.1 Estructura de microtubulos.

Los microtubulos son dimeros d@ey B-tubulina que forman una estructura
dinamica tubular claramente polarizada, pudiéndabstinguir dos extremos
diferenciados conocidos como plus-end (+) y mimua<{e). Esta polaridad intrinseca de
los microtabulos se ve claramente en el procesendamblaje, que sigue una direccién
cabeza-colay que es dependiente de la hidroBs&BTdP Figura 19). El extremo positivo
(plus-end) es el extremo de crecimiento mas rajpiddtro y el Unico en crecimiento
vivo, mientras que el extremo negativo es el extremlosienicrotibulos que crece mas
lentamentén vitro y en célulagn vivofunciona como estabilizador, ademas de ser el siti

de desensamblaje. Ambos extremos pueden unirsgiatal factores que (1) controlan
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su estado dinamico, (2) determinan su localizacélular, y (3) permiten la adhesion a
estructuras celulares. Los microtibulos tambiéwenirpara desarrollar vias que
favorecen el transporte de para los que necesitasistencia de determinadas proteinas

motor de microtubulos (Jiang and Akhmanova, 2011).

ing MT hrinking MT
Growing Catastiophe Shrinking

—_—> >

1 2
1—
Rescue
Plus end 0 (e.g. by CLIPs)
Minus end Glfcgn(ggp v
Seam - /
| 88 |
13 pf Straight GgTp  Curved
hydrolysis

Current Biology

Figura 19: Estructura de los microtlbulos.Los microtibulos estan compuestos por 13 protoélaios (13 pf) de
y B-tubulina, que precisan de la hidrélisis de GTP paemmsamblaje. Los microtibulos estan polarizatpsendo u
crecimiento desde el extremo minus-end hacia etext plus-end.Galjart N, 2010. Curr Biol 20: 528-537).

Las proteinas que se asocian a los microtubulosrseen como MAPSs (proteinas
asociadas a microtubulos). Dentro de estas pratedrste un subgrupo de proteinas
conocidas como +TIPs (proteinas plus-end trackingg, se acumulan en el final de los
microtubulos en crecimiento, es decir en el extrgius-end (Schuyler and Pellman,
2001). Estas proteinas viajan por el citoplasm#ojeon los microtubulos y regulan la
interaccion entre microtibulos y otras estructuirasacelulares (Akhmanova and
Steinmetz, 2008).

6.2 Proteinas plus-end tracking (+TIPs).

Las proteinas plus-end tracking (+TIPs) estan icaplhs en numerosas
actividades celulares como la segregacion de cromas, polarizacion celular,
migracion, sefializacion intracelular y arquitectoedular (Akhmanova and Steinmetz,
2008; Carvalho et al., 2003; Galjart and Perez320Dentro del subgrupo de proteinas
+TIPs nos encontramos con la proteina EB1d(binding protein 1 EB1 es uno de los
tres miembros de la familia EB (EB1, EB2 y EB3) €l Qi, 2001) y se descubrio por

primera vez como proteina que interaccionaba cexteémo C-terminal de la proteina
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APC (@adenomatous polyposeli), un supresor tumoral (Su et al., 1995). Lat@ina
EB1 se encarga de guiar al extremo positivo (phdy-een crecimiento de los
microtubulos ademas de reclutar a otras proteifs{Honnappa et al., 200Bigura
20). EB1 en su extremo N-terminal tiene un dominio @télponin homology)
responsable de la interaccion con microtubulosjcismte y necesario para el
reconocimiento y crecimiento del extremo positieb microtibulo (Hayashi and Ikura,
2003; Komarova et al., 2009). En el extremo C-taahile EB1 encontramos un dominio
coiled-coil responsable de la formacion de homdieterodimeros. Este extremo C-
terminal también contiene el dominio EBH (EB honggila@omain) responsable de la
interaccion con otras proteinas +TIPs (Honnapéh €2009). EI dominio coiled-coil de
EB1 y el dominio EBH son capaces de reconoceregantionar con dominios presentes
en otras proteinas +TIPs como son la secuencimth®acidos SxIP o el dominio CAP-
Gly (Figura 21). Por todo ello, podemos afirmar que la proteiBa Es un regulador del

crecimiento de los microtlbulos.

A EEY

EB protein
@ 1

Figura 20: Asociacion de proteina
+TIPs a microtibulos. (A) La protein
EB1 se une al microttbulo utilizando
dominio de homologia a calponina (C
Otras proteinas +TIPs se unen al don
EBH de EB1 mediante dominios Sxll
dominios Cap-Gly. (B) Trangorte d

3 proteinas a través de microtubt
v utilizando proteinas +TIPs.G@ljart N,
Cap-Gly / 2010. Curr Biol 20: 528-537).
SxIP
B Diffusive +TIP

Motor protein -
with +TIP

Current Biology
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CH domains ' Figura 21: Estructura de EB1

e interacciones. (A)Estructur:
(b) de EB1 donde se muestra
Bl el dominio CH y el dominio EBH.
Bl 2 E T H, e (B) Diagrama de la interacci
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MACF1/ACFT7 \ e
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| Kumar P & Wittman T, 201
S ; Trends Cell Biol. 8: 418-428.
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6.3 STIM1 como proteina +TIP.

Algunos estudios han puesto de manifiesto la inapaif de los microtdbulos en
la activacion de SOCE y en las funciones en lasegtéeimplicado STIM1 dentro del RE
(Honnappa et al.,, 2009; Smyth et al., 2007). STIMH hecho es una proteina
perteneciente al subgrupo de proteinas +TIPs (Gelget al., 2008). STIM1, presente
en el membrana del RE, se une directamente a EBidouos niveles de &zen el lumen
del mismo son elevados (Grigoriev et al., 2008;a/2010). Tras el vaciado de depositos,

STIM1 se disocia de EB1 y se mueve a zonas de wldda membrana plasmética y el
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RE, donde se une directamente a los canales SOQp{&a et al., 2009). Mas
recientemente Asanov y cols. describieron que ST#dlune a APC mediante una
secuencia especifica de STIM1 (residuos 680-68f)eyesta unidn es necesaria para
poder anclar a STIM1 en la membrana plasmaticalgmpactivar a ORAIL. Debido a que
esta secuencia 680-685 también es la secuencia@ealEB1, los autores concluyeron
que STIM1 debe disociarse de EB1 para asociarseG@ @igura 22) (Asanov et al.,
2013).

ER filled ER depleted

Orai/TRPC Orai/TRPC
(inactive) (active)

I IIRIi M PM GRS

g Cortical cytoskeleton

/ Microtubules

EBI

| STiMI
APC
® Ca*

Figura 22: Modelo de mecanismcde interaccién entre STIM1,EB1 y APC. Modelo propuesto por Asanov et
gue nos muestra como STIM1 se une a EB1 cuandtemssitos intracelulares estan saturados ée Das el vaciad
de depositos, EB1 se disocia de STIM1 y éste sa#flRC anclandose a la MRAs@anov et al. 2013. Cell Calcium !
246-256).

7. TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA (TEM).

7.1 Caracteristicas y diferencias entre células epitelies y mesenquimales.

Las células epiteliales presentan las siguientesctaisticas (Larue and
Bellacosa, 2005):

- Células planas con forma cuboidal.

- Existe una interaccion cohesiva entre célulasyomermite el desarrollo de una capa
de células continuas.

- En las células epiteliales se distinguen tres dmmide membrana: apical, basal y

lateral.
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- Existe una polarizacion apico-basal, que es eviddacpor la distribucion de los
distintos organulos y de componentes del citoestiel

- Pérdida de movilidad individual de las células @j@tes con respecto al medio
extracelular.

Las células mesenquimales presentan las siguieatasteristicas:

- Células con morfologia fusiforme, completamentegular sin uniformidad ni en la
composicién ni en la densidad.

- Pérdida de la interaccion entre células.

- No hay una clara diferencia entre la membrana bypilkderal.

- No aparece polarizacién apico-basal de organutmmponentes del citoesqueleto.

- Las células mesenquimales tienen una gran moviligadiendo incluso tener

propiedades invasivas.

7.2 Definicién de TEM.

Durante el desarrollo embrionario y también duréamprogresion ttumoral ciertas
células pueden cambiar de fenotipo epitelial a mpsenal mediante un evento
estrechamente regulado y definido conocido comasita@n epitelio-mesénquima
(TEM) (Radisky and Bissell, 2006). La TEM es un amr@smo celular muy importante
durante el desarrollo embrionario. En mamiferog gsbceso ocurre en fases muy
tempranas del desarrollo, observandose por prisezraurante la pre-implantacion con
la formacion del trofoectodermo y posteriormentéaggastrulacion con la formacion del
mesodermo. La TEM también ocurre durante la forGracie la cresta neural,
remodelacion de tejidos y el desarrollo de orgdmbgery, 2002; Zeisberg et al., 2005).

Durante la TEM se observan alteraciones morfol@yceambios en la adhesion
y capacidad de migracion celular. Una caracteastiolecular critica de la TEM es la
regulacion negativa de E-cadherina, una glicopmatéfansmembranal implicada en
uniones célula a célula (Gumbiner, 2005), con lesiguiente induccion de la expresiéon
de N-cadherina (Lee et al., 2006). Por ello E-cddhess un buen marcador de células
epiteliales, mientras que las células mesenquinsdddentifican con la utilizacion de
algunos marcadores moleculares entre los que destAkcadherina, vimentina,
localizacion nuclear d@-catenina y aumento de la produccion de factoresat@miento
como Snaill, Snail2, Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2 qukiben la produccion de E-

cadherinaKigura 23). Los marcadores fenotipicos de TEM incluyen tahtmumento en
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la capacidad de migracion como incremento de laadpd de invasidon en matrices
extracelulares tridimensionales. La regulacion tiegale E-cadherina se ha considerado
un paso desencadente en este proceso. Esta régutagativa puede venir mediada a
nivel de RNAm o a nivel de proteina, es decir, meti cambios en la distribucion
subcelular, translocacién y degradacion. Snailres de los responsables de la TEM
mediante la represion de marcadores epitelialeapde-cadherina y la inducién de la

expresion de otros marcadores mesenquimales (Gaho 2000).

Figura 23: Modificaciones celulares asocigas a la transicion epiteli-mesinquima (TEM). (A) Esquema de
TEM en el que las células epiteliales (en azulyreen unas a otras mediante uniones adherentesouBaradiherin
(E-cad) y desmosomas constituidos por varias proteio@® desmoplaquina (dp). Células mesenquimalesofe)
muestran E-cadherina en vesiculas perinuceata desmoplaquina es internalizada. En estatasés observable
vimentina como componente del citoesqueleto (V{BYG) Linea celular SCC15 tras tratamiento con AKT (c,g®
para inducir TEM. (rojo: E-cadherina; verde: vimeaj. (Larue L. & Bellacosa A. 2005. Oncogene 24:7443-§454

Varios factores de crecimiento inducen TEM medianteunion a receptores
tirosina quinasas. Entre estos factores de crectmienplicados en TEM tenemos el
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), eldade crecimiento vascular endotelial
(VEGF) y TGR/ (Lee et al., 2006; Lee et al., 2008; Savagndy1Rdinalmente, y de

interés en lo que respecta a este trabajo, otests factores es EGF (Lee et al., 2008).

56



OBJETIVOS






Objetivos

Los objetivos de este trabajo han sido:

1.- Evaluacion del estado de fosforilacion in vdela proteina STIM1 en los residuos
Ser575, Ser608 y Ser621.

2.- Andlisis de la activacion de STIM1 tras la todacion de los residuos diana de
ERK1/2, en distintos tipos celulares y tras ektm@ento con tapsigargina o con el factor

de crecimiento epidérmico (EGF).

3.- Implicacion de la fosforilacion de STIM1 en laigracion de células de
adenocarcinoma endometrial, asi como en el prodestransformacion de fenotipo

epitelio-mesénquima.

4 .- Estudio del efecto del resveratrol sobre |dofdscion de STIM1 en los residuos

Ser575, Ser608 y Ser621 asi como su implicacida emvilizacion de CHintracelular.
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Resultados

1. EL VACIADO DE LOS DEPOSITOS INTRACELULARES DE Ca 2" INDUCE
LA FOSFORILACION DE STIM1.

Estudios previos de nuestro laboratorio han demdstque STIM1 es fosforilado
in vitro por las quinasas ERK1/2 (Pozo-Guisado et al., ROESte estudio puso de
manifiesto que la fosforilacion de STIM1 en losositdiana de ERK1/2 (Ser575, Ser608
y Ser621) es necesaria para una completa activdei®DOCE. Asi, la sobreexpresion del
mutante de STIM1 en el que se sustituye estasasepor alaninas (FLAG-STIM1-
S575A/S608A/S621A) provoca una inhibicion de SOGEd&ulas HEK293. El siguiente
paso en nuestra investigacion ha sido llevar a cabestudio de la fosforilacién de
STIM1 in vivo durante la activacion de SOCE. Para ello se hsard#lado anticuerpos
fosfoespecificos para STIM1 frente los residuogofilados Ser575, Ser608 y Ser621,
en colaboracion con |®ivision of Signal Transduction and Therapy (DSTE) la
Universidad de Dundee. Para estudiar la fosfodlade STIM1in vivo se utilizo la linea
celular HEK293 Flp-In T-REX transfectadas de mostalgle para la expresion inducible
de STIM1. La fosforilacion de STIM1 fue analizadaatlulas en reposo y en células
tratadas con el inhibidor de la SERCA tapsigardifg), que induce el vaciado de los
depdsitos intracelulares de aEn laFigura 24 podemos observar que el vaciado de
depdsitos inducido por Tg provoca un aumento siatif’o de fosforilacién de STIM1
en las Ser575, Ser608 y Ser621. Para confirmaplaceficidad de los anticuerpos fosfo-
especificos se utilizaron lisados de células HEK@98 sobreexpresan una version de
STIM1 mutada en la que se sustituyen las serinasts residuos por alaninas (FLAG-
STIM1-S575A/S608A/S621A), observandose la auserdsa sefial frente a los
anticuerpos fosfo-especificos. Para demostrar ajegpresion de STIML1 total era igual
en todas las condiciones ensayadas se analizvedl de expresion de esta proteina

utilizando un anticuerpo anti-STIM1.
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S575A
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Figura 24: Fosforilacion in vivo de STIM1 en lasSer575, Ser608 y Ser6Z Las células HEK293 Flp-In-REx
transfectadas de modo estable e inducible parglesion de STIM1-wild type o STIM1-S575A/S608A/362 s¢
mantuvieron 8 h en medio de cultivo libre de FB® yrataron con Tg iM en HBSS libre de Cadurante 10 mil
Los lisados totales se utilizaron para determimauimnmunoblot la fosforilacién de STIM1 en sitiosa de ERK1/
(pS575, pS608 y pS621). Como control de carga dezana expresion de STIM1 total con un anticuecpmercia
anti-STIM1.

Por otro lado se estudio el efecto de los inhiledd?D0325901 y PD184352,
inhibidores especificos de MEK1/2, ya que estasyagsis son responsables de la
activacion de ERK1/2 por fosforilacion (Bain et, &007). En laFigura 25 se observa
gue al inhibir las quinasas ERK1/2 disminuye ekhile fosforilacion de STIM1 en los
residuos Ser575, Ser608 y Ser621. Este resultaglpermite concluir que el vaciado de
los depositos intracelulares de?Céinduce la fosforilacion de STIM1 en las Ser575,
Ser608 y Ser62ih vivoy que las quinasas responsables de dicha fosionlaon las
quinasas ERK1/2.
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Figura 25: Inhibicion de la fosforilacién de STIM1 en las Ser575, Ser608 y Ser6.. Las células HEK293 Flp-In-
T-REXx transfectadas de modo estable e inducible pagpresion de STIM1 (wt), tras 8 h en medio déwulibre
de FBS, se trataron con TguM en HBSS libre de Ca durante 10 min. Para inhibir ERK1/2 las célula
preincubaron con PD0325901 ¥ o PD184352 24M durante 10 minutos antes del tratamiento con [ilyl1La
activacion de ERK1/2 se determind con un anticuegpeecifico anti-pThi22/pTyr204 ERK1/2 (marcado col
PERKZ1/2). Como control de carga se utilizé un antipaoeantiERK1/2 total. Los lisados totales se utilizaron
determinar por inmunoblot la fosforilacion de STIMD sitios diana de ERK1/2 (pS575, pS608 y pS624
cuartificacion de los niveles de fosforilacion se llewéabo por densiometria de la peliculas fotogadfisando pa
ello el software ImageJ. ***p<0,001.
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2. MULTIMERIZACION DE STIM1-GFP.

Otro evento importante para la activacion de SO€Haemultimerizacion de
STIM1. En células en reposo STIM1 presenta unalif@mdn reticular debido a su
distribuicibn homogénea por las cisternas deluleténdoplasmatico (RE). Sin embargo,
cuando disminuyen los niveles de?Cen el RE STIM1 se activa y oligomeriza formando
agregados y favoreciendo la relocalizacion de STIdil zonas de la membrana
plasmatica donde activa canales SOCs. Para estadiativacion de STIM1 en nuestro
sistema de trabajo decidimos analizar la multinaeitn de STIM1-GFP tras el vaciado
de depositos intracelulares deOaducido por Tg. Para ello utilizamos células HRR2
transfectadas de modo estable para la expresi@Td1-WT-GFP, y se trataron con
Tg (1uM) en HBSS libre de Cadurante 3 minutos. En Figura 26 podemos observar
como STIM1-GFP multimeriza tras el vaciado de dagpé€n un 50-60% de las células.
De este modo, podemos concluir que en la linealacelde estudio, STIM1
sobreexpresado con el tag GFP responde al vacediepdsitos y que por tanto es
completamente funcional.

Reposo +Tg

Figura 26: Multimerizacién de
STIM-WT-GFP tras el vaciado dt
depésitos intracelulares de CH.
Células HEK293 transfectadas

modo estable con STIMGFP, s
tratataron con Tg UM en HBSS libr
20- de C&" durante 3 minutos a 37°C y
fijaron con paraformaldehido al 4%.
las imagenes se muestra STIGEF
en reposo y multimerizaddras e
tratamiento con Tg. El porcentaje
células que presentan una mart
multimerizacion de STIM
(multimeros > 0,2um) se calcul6 cc
en un minimo de 200 células a parti
3 ensayos independientes.

60:
50;
40—-
30—-

20

Multimerizacién de STIM1 (%)
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Del mismo modo, otros experimentos desarrolladosusstro laboratorio han
puesto de manifiesto que la cinética de multimeriwade STIM1 se ve afectada por la
fosforilacion de STIML1 en los sitios diana de lagy@sas ERK1/2. En estos experimentos
se utilizaron células HEK293 que sobreexpresaban IMET STIM1-
S575A/S608A/S621A-GFP (simulando asi una desfdatidin constitutiva) y STIM1-
S575E/S608E/S621E-GFP (simulando una fosforilacadrstitutiva). Asi se observé que
en los mutantes Ser/Ala se ralentizaba la cinéecaultimerizacion, mientras que en los
mutantes Ser/Glu la multimerizacion ocurria con cinética mucho mas rapida (Pozo-
Guisado et al., 2013). Estos resultados nos pemmiticoncluir que la fosforilacion de
STIM1 en los sitios diana de ERK1/2 modula la nmuétiizacién de STIM1 en respuesta
al vaciado de depdsitos.

3. FOSFORILACION DE STIM1 Y UNION A EBL.

Los aminoacidos Ser575, Ser608 y Ser621 estandadak en un dominio de
STIM1 rico en serinas y prolinas, dominio con uanacion no descrita hasta la fecha.
Ademas, estos residuos se encuentran cerca dedans@é Thr-Arg-lle-Pro (TRIP)
(Figura 27), que incluye los aminoacidos 642-645, y que ¢tuysn el dominio de unién
al regulador de microtibulos EB1. Se conoce queM3Tes una proteina de unién a
extremos crecientes de los microtubulos (+TIP)g/@ugual que otras proteinas de unién
a microtubulos, STIM1 se une directamente a EBtawes de la secuencia TRIP,
regulando asi su localizacion celular (Grigoriealet2008). Por otro lado se ha descrito
gue en otras proteinas +TIP se regula la unién & mBBdiante fosforilacion en sitios
proximos a la secuencia S/TxIP, secuencia consdasonion a EB1 (Tamura and
Draviam, 2012; Watanabe et al., 2009; Zumbrunm. g2@01).Por esta razén nos hemos
planteado la hipdtesis de que la fosforilacion @&@8 en los sitios diana de ERK1/2
podria estar regulando la interaccion con EB1 dehidu proximidad a la secuencia
TRIP.
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Sitios ERK1/2

67 96 132 200 215 234 238 423

RE Citasol

672 685

TRIP

Figura 27: Esquema (e STIM1. En este esquema se muestra el dominio S/P, donmiogzsen Ser/Pro que contit
los residuos Ser575, Ser608 y Ser621, y la secadidP de unidn a EB1 (secuencia Thr642-Arg643-UeBrb645)
para mostrar la posicion relativa de los sitiosdide ERK1/2 y la secuencia TRIP.

Para estudiar en profundidad la interaccion de STYNEB1 hemos transfectado
EB1 marcado con HA (hemaglutinina) en células HEX@9e expresan de forma estable
STIM1-GFP. A continuacion hemos llevado a cabo nsago de precipitacion de GFP
para precipitar STIM1-GFP y analizar la cantidadod®teina HA-EB1 co-precipitada.
De este modo se analizo la co-precipitacion de STYMEBL en células en reposo o
células tratadas con Tg en medio libre dé*Cal y como se ha descrito en apartados
anteriores, para inducir el vaciado d elos depssittracelulares. Por otro lado se
utilizaron tres lineas celulares diferentes trastaftas de forma estable con: (1) STIM1-
GFP; (2) STIM1-S575A/S608A/S621A-GFP que contieree rhutacion Ser/Ala
simulando el estado desfosforilado de la proteimeestos residuos; y (3) STIM1-
S575E/S608E/S621E-GFP que contiene la mutaciéGBesimulando una fosforilacion
constitutiva de la proteina en estos residuos. &alglo se transfectaron células que
expresan solo la proteina GFP y HA-EB1 como comtegjativo de los ensayos de co-
precipitacion Figura 28 — panel A. Cuando analizamos la co-precipitacion de STIM1
y EB1 en la linea celular que expresa STIM1-wtlsgeord un descenso significativo de
HA-EB1 coprecipitado en células tratadas con Tgrespecto a las células en reposo.
Estos resultados concuerdan con los datos pubBcadolos que se demostraba la
disociacion de STIM1 y EBL1 tras el vaciado de dapssntracelulares (Sampieri et al.,
2009). Por otro lado, cuando se analiz6 el nivdH8eEB1 co-precipitado con STIM1-
S575A/S608A/S621A-GFP no se observo ninguna diééaeentre células en reposo y
células tratadas con Tg, y en ambos casos se @bgemivel co-precipitado similar al
de las células que expresaban STIM1-wt en repostosEdatos sugieren que la
desfosforilacion de STIM1 en las serinas Ser578@ey Ser621 promueve la unién a
EB1. Ademas estos resultados concuerdan con lovatskecon STIM1-wt-GFP, en el
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cual encontramos niveles elevados de STIM1-EB1reolpitado en células en reposo,
es decir cuando STIM1 esta mayoritariamente dewfteslo en los sitios diana de
ERK1/2. Finalmente STIM1-S575E/S608E/S621E-GFPenare a EB1 bajo ninguna
condicion experimental, lo que confirma que ladogicion de STIML1 en los sitios diana
de ERK1/2 induce la disociacion de EB1, hecho olsgkr durante el vaciado de
depdsitos intracelulares en células que expresdMISWt. Como control de este
experimento se muestran los paneles inferiores Begura 28A, en lo que se muestra
que la expresion de HA-EB1 es homogénea en lastdistcondiciones experimentales.
Para comprobar la completa activacion de STIM1fpsiorilacion decidimos analizar
también el nivel de fosforilacion de STIM1 en laiisa 575, comprobando asi un aumento
de fosforilacion tras el tratamiento con Tg enlisados totales.
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- wt 3A 3E - wt 3A 3E
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Figura 28: La fosforilacion de STIM1 en las Ser575, Ser608 y 21 regula la unién a EB. (A) Las @&lulas
HEK293 que expresan STIM1-GFP (WT, S575A/S608A/26@ 5575E/S608E/S621E marcadas como WTy 3&
respectivamente) se transfectaron de modo traiwston HA-EB1 y se incubaron en HBSS corfGaTg) o en HBS
libre de C&* con 1uM de Tg durante 10 minutos (+ Tg). Para estudianian de EB1 a STIM1 se precipité STIM1-
GFP utilizando resinas de GFP-Trap y se analizimemiveles de HA-EB1 cprecipitado por inmunoblot con
anticuerpo anti-HA. Los niveles de STIM1-GFP préeigos se evaluaron con un anticuerpo &f#tPR. Como contr
negativo se utilizaron células que sobreexpres#damoteina GFP. Para determinar la cantidad thdaHA-EB1
expresada en cada condicion se utilizaron lisaatates. Finalmente para determinar la activacié8 M1 mediant
el vaciado de depdsitos hemos evaluado el niveosrilacion de STIM1 erel residuo Ser575, utilizando
anticuerpo especifico anti-fosfoSer575-STINB) Las células HEK293 que expresan FLSGIM1 (wt, 3A 0 3E) s
transfectaron para la expresion transitoria de EBP-GComo en el panel A, se utilizaron células ensef- Tg o
tratadas con Tg (+ Tg). EB1-GFP se precipitd y sguewon los niveles de STIM1 grecipitado con un anticuer
anti STIM1. El nivel de EB1-GFP co-precipitado seala® con un anticuerpo arBFP. Como control negati
utilizamos células que sobrgarsaban el péptido FLAG. Al igual que en el pahdlemos evaluado el nivel
fosforilacion de STIM1 en el residuo Ser575 coranticuerpo especifico.
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Para corroborar nuestras conclusiones decidimasragata estrategia alternativa
en siguientes experimentos. Para ello se transfectan EB1-GFP las lineas célulares
HEK293 que expresaban: (1) FLAG-STIM1-wt, (2) FLAIFIMI1-
S575A/S608A/S621A y (3) FLAG-STIM1-S575E/S608E/SEZ®igura 28 — panel B.

A continuacion se llevo a cabo un ensayo de pracidn de GFP para precipitar EB1-
GFP y analizar la cantidad de proteina FLAG-STIMipcecipitada. De este modo se
analizo la co-precipitacion de STIM1 y EB1 en cétufratadas con Tg en medio libre de
C&*y se compar6 con células en reposo (incubada$iB86 en presencia de €p
Como control del experimento utilizamos célulageposo que no expresaban FLAG-
STIM1 y se transfectaron para la expresion de EBP-GEn los paneles inferiores
podemos observar como la expresion de STIM1 eddsstotales era homogénea en todos
los grupos de estudio y ademas podemos corrobaractlvacion de STIM1 tras el
tratamiento con Tg, mediante el nivel de fosfordaade la Ser575. Finalmente con este
nuevo disefio experimental pudimos corroborar Issltados observados en la estrategia
anterior, mostrada en phnel A de laFigura 28. Asi, el nivel de co-precipitacion de
Flag-STIM1 con EB1 bajaba tras el tratamiento cgnEn células que expresaban Flag-
STIM1-3A esta disminucion era menor y por otro laBlag-STIM1-3E practicamente
no co-precipitaba con EB1 en ninguna de las dodicimmes experimentales (reposo y

TQ).

Para complementar este estudio se procedié a lanolocalizacion de EB1
enddgeno en células que expresaban STIM1-GFP yamtedinicroscopia confocal se
analizé la co-localizacion de ambas proteinas. BHoase utilizaron lineas célulares
HEK293 que expresaban: (1) STIM1-GFP, (2) STIM1EBY5608A/S621A-GFP y (3)
STIM1-S575E/S608E/S621E, en reposo o tratadas gyrfiladas con paraformaldehido
al 4%. A continuacion se procedio a la inmunodeéecde EB1 enddgeno, utilizando un
anticuerpo secundario unido al fluor6foro Alexadfl633 (rojo). STIM1 se detectd
gracias a GFP (verde) y la tincién nuclear se |leeeabo con Hoechst 33342 (azul). Para
analizar la colocalizacion de las dos proteindsag® una linea a lo largo de la imagen y
se escaneo la intensidad de fluorescencia emitidéop dos fluoréforopanel A de la
Figura 29. A continuacién se analizo el solapamiento de anflo@roforos, obteniendo
de este modo las graficas que se observan a lehdedel panel A, en las que se muestra
la intensidad de fluorescencia frente a la distarelativa. En gbanel Bde laFigura 29

se muestra una grafica con el resultado de la ifigaotén de la co-localizacion de
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Figura 29: Colocalizacion de STIM-EB1 en células HEK29. (A) Izquierda: las célulaslEK293 que expres:
STIM1-GFP (WT, S575A/S608A/S621A o S575E/S608E/$baiarcadas como WBA y 3E respectivamente)
incubaron en HBSS con &4control) o en HBSS libre de €acon Tg 1uM durante 10 minutos (¥g). Tras la fijacio
se inmunolocalizé6 EB1 con un anticuerpo monoclonétEB1 y un secundario marcado con el fluor6forexa-
Fluor 633. Se utilizd6 Hoechst 33342 como tincidrclear. Derecha: Se muestran los perfiles de ifdadsd:
fluorescencia tras el scan de un trazo lineal dmmen.(B) Se evalud la colocalizacion de STINEB1 mediante |
utilizaciéon del coeficiente de Pearson usando umimd de 12 imagenes por condicion experimental 0985
***p<0,001.

STIM1-EB1. Los resultados de este experimentolaavgue la co-localizacion de
STIM1-EB1 fue relativamente elevada hasta que sdyse el vaciado de depdsitos por
Tg, momento en el que deja de observarse una diakdan significativa, lo que
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corrobora los resultados observados por co-inmoegutacion. Por otro lado, la
disociacion de STIM1-EB1 tras el vaciado de depdsittracelulares no fue evidente
para el mutante S/A (STIM1-S575A/S608A/S621A-GFR)ientras que la co-
localizacion de STIM1-EB1 en células que expresiiM3-S575E/S608E/S621E-GFP

fue muy baja tanto en células en reposo como etesédratadas con tapsigargina.

4. ACTIVACION DE ERK1/2 MEDIADA POR EGF.

Hasta ahora hemos observado que STIM1 es fosfondadlas quinasas ERK1/2
en las serinas 575, 608 y 621 tras el vaciado gésites intracelulares inducido por Tg,
que es un inhibidor de la SERCA que impide el naltio de depdsitos de L ale forma
irreversible. El siguiente paso en nuestra invast@n fue buscar un estimulo mas
fisiologico capaz de activar las quinasas ERK1/2legerminar si se estimula la
fosforilacion y activacion de STIM1. El estimuloleionado fue el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), que esta descritoaptiza la ruta de sefializacion Ras-
Raf-MEK1/2-ERK1/2. Para determinar el efecto dadtvacion de STIM1 por EGF se
eligid la linea celular Ishikawa, una linea celuttg adenocarcinoma endometrial

humano.

Para comenzar con este nuevo objetivo buscamosandgiones de cultivo que
nos permitieran estudiar la fosforilacion de STIbtl ausencia de actividad ERK1/2 o
tras su activacion con EGF. Para ello se ensayfiferentes condiciones de cultivo y se
analizo la fosforilacion de ERK1/2 utilizando untianerpo fosfo-especifico. En la
Figura 30 podemos observar que ERK1/2 se encuentra fosforda el medio habitual
de cultivo para estas células (DMEM suplementado5®6 de suero) asi que se analizo
el nivel de fosforilacion de ERK1/2 en (1) RPMIl16dtre de rojo fenol sin suero, (2)
DMEM sin suero, (3) RPMI1640 libre de rojo fenolpsementado con suero libre de
hormonas. Los resultados muestran que las cékhédsalva deprivadas de suero durante
12 horas en medio DMEM presentan un nivel basaktigacion de ERK1/2. Lo mismo
ocurrié con aquellas células cultivadas en RPMI1&4flementado con FBS que habia
sido tratado con carbon activo para eliminar homs@resentes en el suero. Sin embargo,
las células Ishikawa cultivadas 12 horas en RPMilbdre de rojo fenol, tienen
inactivadas las quinasas ERK1/2. Para determirariscubacion de las células con los

diferentes medios de cultivo afectaba al nivelltdaERK1/2 se utiliz6 un anticuerpo
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48h RPMI
+ FBS sin hormonas
RPMI DMEM - - + PDQ0325901 (0,1 uM)
5% FBS -FBS -FBS - + +  Tg(1uM)

PERK1/2 h PR ———— L
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Figura 30: Optimizacion del medio de cultivo que mantenga unbaja actividad de ERK1/2.Las células Ishikav
se cultivaron en DMEM suplementado con 5% de FBigngy par de calles), despues se cambio a medamdib FB!
y libre de rojo f@ol como es el medio RPMI1640 y se dejaron envauliurante 12 horas (segundo par de ca
medio libre de suero pero en presencia de rojd {EEM) durante 12 horas (tercer par de calleg¢hlas Ishikaw
cultivadas en medio RPMI1640 que congeRBS tratado con carbdn activo, y que ademas fueatadas con Tg
MM asi como con el inhibidor de ERK1/2 PD0325901. lisados totales (2Qug de proteina) se sometiero
electroforesis y mediante inmunoblot se detectidfasto-Thr202/Tyr204ERK1/2 (marcado como pERK1/2) y co
control de carga se utilizé un anticuerpo espeziiati-ERK1/2 total (marcado como tERK1/2).

especifico que detecta ERK1/2 total, observandbsgseo nivel de proteina en todas
las condiciones ensayadas. Por tanto, considergu®ka incubacion de las células con
RPMI1640 libre de rojo fenol y deprivadas de su@eola condicién idonea para trabajar

con ERK1/2 inactivo y poder asi compararlo con ERKdctivo tras la estimulacion de

las células con EGF.

Una vez establecido el protocolo de cultivo dectdslas Ishikawa, estudiamos la
activacion de ERK1/2 mediada por el tratamient&@¢. Para ello las células Ishikawa
deprivadas de suero durante 12 horas en RPMIl64@asmon con diferentes
concentraciones de EGF (10, 50 y 100 ng/ml) en ond&SS libre de Ca (Figura 31),

y mediante inmunoblot se detectd la activacion BKH2 mediante la monitorizaciéon
de fosfo-ERK1/2. Asi pudimos comprobar que el tra¢mto con EGF activaba ERK1/2

y ademas el nivel de fosforilacion era similar edais las concentraciones de EGF

Figura 31: Activacién de ERK1/2 por EGF.Célula:

EGF (ng/ml) 0 10 50 100 Ishikawa se trataron con EGF 10, 50 y 100 ng/r

_ HBSS libre de C#, tras ser cultivadas en RPMI1¢

libre de FBS durante?lhoras. Los lisados totales

pERK1/2 & 4 4 — 43KDa g de proteina) fueron sometidos a electrofore
inmunoblot para la deteccion de fosfo-

Thr202/Tyr204ERK1/2 (marcado como pERK1/

tERK1/2 S S — 43kDa Como control de carga se utiliz6 un anticu
especifico antERK1/2 total (marcado cor
tERK1/2).
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ensayadas, por lo que decidimos utilizar 10 ng/lenEGF para la realizacion de este

estudio.

Para determinar la cinética de activacion de ERKi¢8iada por EGF 10 ng/ml
analizamos el nivel de fosfo-ERK1/2 a distintosnip®s de tratamiento (1, 3, 5y 10
minutos) Figura 32). Asi pudimos ver como entre 5 y 10 minutos temismna buena
respuesta de activacion de ERK1/2, estableciendoc@vo protocolo habitual el
tratamiento con 10 minutos de 10 ng/ml de EGF eS$&IBore de CAH.

pERK1/2 " apesme — 43KDa

tERK1/2 eI EE ks

Figura 32: Cinética de activacion de ERK1/2 por EGFLas células Ishikawa se trataron con EGF 10 ngirilBS <
libre de C&*durante distintos tiempos (entrel@-minutos) tras ser cultivadas en RPMI1640 liwd-8S durante :
horas. Los lisados totales (g6 de proteina) fueron sometidos a electroforesisyanoblot para la deteccion de fosfo-
Thr202/Tyr204-ERK1/2 (marcado como pERK1/2). Como rrie carga se utilizé un anticuerpo especifici- an
ERK1/2 total (marcado como tERK1/2).

Posteriormente nos planteamos comparar el nivattieacion de ERK1/2 tras el
tratamiento con Tg frente al tratamiento con EGEakello, células Ishikawa deprivadas
de FBS en RPMI1640 durante 12 horas se tratarof g¢hpM) o con EGF (10 ng/ml)
durante 10 minutos a 37°C en HBSS libre d&" Qaps lisados totales se analizaron por
inmunoblot mediante la utilizacion de un anticuespti-fosfo-ERK1/2 Figura 33). Asi

pudimos observar como la respuesta a EGF, un detimucho mas fisiolégico, era

incluso mas intensa que aquella que podiamos adosemn Tg.
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EGF (10 ng/mL) . - +
Tg(1uM) + -
pERK1/2 -— - dpem» | 3KDa
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Figura 33: Comparacion de la activacion de ERK1/2 tras el tratmiento con EGF o Tg.Las células Ishikawa
trataron con Tg M o con EGF 10 ng/ml en HBSS libre de’Gidurante 10 minutos tras ser cultivadas en RPMI
libre de FBS durante 12 horas. Los lisados to{@@esig de proteina) fueron sometidos a electroforesisnenoblo
para la deteccion de fosfo-Thr202/Tyr204KR2 (marcado como pERK1/2). Como control de camatiz6 ur
anticuerpo especifico anti-ERK1/2 total (marcado @dBRK1/2).

EGF - + +
PD0325901 - - +
PERK1/2 - e — 43kDa

tERK1/2 | e e S S o o — 43kDa

Figura 34: Inhibici 6n de ERK1/2 con PD032590:Células Ishikawa fueron tratadas con EGF 10 ng/niiBS<
libre de C&" durante 10 minutos. Las células que se trataronRf20325901 0,fM fueron preincubadas con
inhibidor 10 minutos antes de su tratamiento corFESe usaron los lisados totales para evaluar -BRi€1/Z
mediante inmunoblot (marcado como pERK1/2). Comorobde carga se utilizé un anticuerpo dBRK1/2 tota
(marcado como tERK1/2).

Ademas, también hemos podido observar que la aglivale ERK1/2 inducida
por EGF era inhibida por PD032590Eidura 34). Para comprobar este dato se
preincubaron las células durante 10 minutos cor32b®@01 0,5M y a continuacion se
les afiadio EGF. La fosforilacion de ERK1/2 en Esilas tratadas con EGF en presencia
0 ausencia del inhibidor de ERK1/2 fue analizadadiame inmunoblot utilizando un
anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2. Ademas, utilizando amticuerpo anti-ERK1/2 se pudo
observar que la expresion de ERK1/2 no se vio aflagpor dicho inhibidor.
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5. EGF PROMUEVE LA FOSFORILACION DE STIML1.

Tras comprobar que ERK1/2 se activa tras el tramamicon EGF el siguiente
paso en nuestro estudio fue analizar la fosfodlade STIM1 en sitios diana de ERK1/2
en células Ishikawa estimuladas con EGF. Pardnelimos usado anticuerpos especificos
frente a la fosforilacion de los residuos Ser578r688 y Ser621 de STIM1.
Anteriormente habiamos demostrado la especificiiadichos anticuerpos, asi como la
ausencia de reaccion cruzada y la capacidad d=ooacer STIM1 desfosforilado (véase
la Figura 24). Las células Ishikawa se transfectaron para [@esion transitoria de
STIM1-GFP, se trataron con 10 ng/ml de EGF en HE88& de C&" durante 10 minutos
y se compararon con células control (sin EGF). lisaxlos totales de estas células se
usaron para precipitar GFP (STIM1-GFP) y valorar pumunoblot el nivel de
fosforilacion de las Ser575, Ser608 y Ser@2fjra 35). Nuestros resultados muestran
un aumento significativo de la fosforilacion de BlLlen estos residuos diana de ERK1/2
tras el tratamiento con EGF, demostrando asi desfarilacion de STIM1 es simultanea
a la activacion de la ruta de sefalizacion MEK-EREdiada por EGF. Ademas esta
activacion se llevé a cabo en ausencia d&,@s decir, la entrada de Calel medio
extracelular no es necesaria para llevar a cahctieacion de ERK1/2 ni la fosforilaciéon
de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 bajo estimulacion EGF. Como control de carga
se muestra la cantidad total de STIM1 precipitaéterminada mediante la deteccion del
nivel de GFP. Del mismo modo en el panel se muéstndién la activacion de ERK1/2
utilizando lisados totales de los grupos experialest El tratamiento con PD0325901,
inhibidor de la activacion de ERK1/2, previenedaférilacion de STIM1, demostrando
asi el papel de ERK1/2 en la fosforilacion de STiicélulas Ishikawa estimuladas con
EGF.
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Figura 35: Fosforilacién de STIM1 en sitios dina de ERK1/2 mediada por EGFLas células Ishikawa transfecta
para la expresion transitoria de STIM1-GFP seriwataon EGF 10 ng/ml durante 10 minutos en HBS® litw C&'.
Los lisados totales de estas células se utilizaapa precipitar GFP y podasi determinar el nivel de fosforilacion de
serinas 575, 608 y 621 de STIM1 mediante inmunoBlativel total de GFP precipitado se evalu6 meigida utilizaciol
de un anticuerpo especifico anti-GFP. La incubac&mPD0325901 (0,6M) se llevé acabo durante 20 minutos ar
del lisado. En paralelo se utilizaron lisados &sgbara determinar el nivel de activacion de ERKarcado comr
pPERK1/2) y como control de carga se determiné ldidad total de ERK1/2 (marcada como tERK1/2). Ladigmé
muestran la cuantificacion de la fosforilacion dEINBL en dichos residuos, cuantificacion que sedlevcabo pc
densiometria utilizando el softwamageJ **p<0,01; ***p<0,001.
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Este resultado fue corroborado activando la ruta-Ra&-MEK-ERK por un
mecanismo independiente de la estimulacion de Hedfa ello nos planteamos
transfectar células Ishikawa para la expresiorsitama de la proteina H-Ras(G12V), un
mutante activo de modo constitutivo de H-Ras, gsieure mediador esencial de la
activacion de esta ruta mediada por EGF (Mindeal.et1994). Los lisados totales se
utilizaron para precipitar GFP (STIM1-GFP) y poderalizar la fosforilacién de las
Ser575, Ser608 y Ser621 de STIM1 utilizando antjpe fosfo-especificos. En la
Figura 36 podemos observar como aumenta la fosforilaciois M1 en las serinas
diana de ERK1/2 en aquellas células que expresRadflc12V) frente a las células
control que no expresan esta proteina. Como coméralirga se muestra la cantidad de
STIM1 precipitado mediante la utilizacion de unieuerpo especifico anti-GFP. En este
panel podemos observar también la activacion deIERKAdemas, la fosforilacion de
STIM1 por H-Ras(G12V) fue ampliamente atenuadaR0325901, confirmando asi el
papel de ERK1/2 en la fosforilacién de STIM1 cuasdactiva la ruta Ras-Raf-MEK-
ERK.

STIM1-GFP - + + +
HRasG12V - - 4+ +
PD0325901 - - - +
pSer575 — —130
pSer608 - —130
pSer621 — — —130
STIM1-GFP — e e —130
ERKI2 | e |— 4

Figura 36: Fosforilacion de STIM1 en células que sabexpresan un mutante activo de HRas (HRas-G12V)
Células Ishikawa se co-transfectaron para la exjmesansitoria de STIM1-GFP y HR&k2V. El nivel d
fosforilacion de STIM1 en los sitios diana de ERK($2r575, Ser608 y Ser621) fue analizado por ininla.
La incubacion con PD0325901 (Qi#) se llevo a cabo durante 20 minutos. El nivehltde GFP precipitado
evaluo con la utilizacion de un anticuerpo espéeifintiGFP. Los niveles de activacion de ERK1/2 (mar
como pERK1/2) asi como el control de carga con ERIdt& (marcado@mo tERK1/2) se observan en la p
inferior del panel.

78



Resultados

6. EGF PROMUEVE LA DISOCIACION DE STIM1-EB1.

Anteriormente y en este mismo trabajo hemos mastracho la fosforilacion de
STIM1 en los residuos Ser575, Ser608 y Ser621 pela disociacion de la proteina
reguladora de unién a microtubulos EB1 en célulBK293 tratadas con TguM (véase
Figura 28 y Figura 29). Puesto que el tratamiento con EGF inducia uneatonde la
fosforilacion de STIM1 en estas serinas, nos p&ants estudiar la union de STIM1 a
EB1 en células Ishikawa tratadas con EGF. Parg HEb células Ishikawa fueron
transfectadas para la expresion transitoria de GBR-y FLAG-STIM1 que se trataron
con EGF 10 ng/ml en HBSS libre de’Cdurante 10 minutos. Los lisados totales de estas
células se utilizaron para precipitar EB1-GFP gw&&ud el nivel de co-precipitacion de
FLAG-STIM1 mediante inmunoblot. En I&igura 37 podemos observar como la

estimulacion con EGF provoca la disociacion de STWEB1. Se muestra también la

1.2, R —
1.0+
0.8+
0.6+
0.4+

Co-Precipitation
EB1-STIM1

0.2-

0.0+ Figura 37: EGF induce la disociacion de
complejo EB1-STIM1. Las @lulas Ishilkawa ¢

transfectaron para la expresion transitoric
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EB1-GFP + - + + EB1-GFP y FLAG-STIM1. Tras 24 horasas|
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- T GFP (EB1GFP) y el nivel de STIM1 unido a E
] Q se evalué por inmunoblot usando un anticu
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_ % totales. Finalmente para comprobar la active
56 . de ERK1/2 se determind el nivel de fosforilac

de ERK1/2 (marcado como pERK1/2) asi ¢
la canti;ad total de ERK1/2 (marcado co
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utilizando el softwarémaged *p<0,05.

[e30} opesr

pERK1/2 — 43

tERK1/2 MEBEBE 8
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cantidad total de EB1-GFP precipitada con un aetjpo anti-GFP en cada una de las
condiciones ensayadas. Como control negativo ce-faecipitacion se utilizaron células
gue expresaban sélo EB1-GFP o FLAG-STIM1.

Puesto que estas proteinas (STIM1 y EB1) estabbreesqpresadas en estas
células, nos planteamos estudiar si STIM1 endoégenania a EB1 enddgeno tras el
tratamiento con EGF. Para ello, las células Ish&ae trataron con EGF 10 ng/ml en
HBSS libre de CH durante 10 minutos. Los lisados totales se utdizapara
inmunoprecipitar EB1 enddgeno con la utilizacionrdsinas de proteina G-sefarosa
unidas de modo covalente al anticuerpo anti-EBlegiante inmunoblot se analizé la
cantidad de STIM1 inmunoprecipitado junto a EB1m@aontrol de carga se determind
la cantidad de EB1 inmunoprecipitado por inmunol®aira comprobar que la expresion
de STIM1 era homogénea en todos los grupos expetaes se utilizO un anticuerpo
anti-STIM1. En laFigura 38 podemos observar que el tratamiento con EGF indoae
disminucién de STIM1 enddgeno inmunoprecipitado EBA endbgeno, demostrandose

asi que el complejo STIM1-EB1 enddgeno se disoagdl tratamiento con EGF.

Por lo tanto, nuestros resultados evidencian quetiade sefalizacion MEK-
ERK-STIM1 se activa con EGF y esta activacion @vdla la disociacion de STIM1 del
extremo de los microtubulos, un evento importanteegesario para la activacion de
SOCE (Pozo-Guisado et al., 2013). Es decir, ladta$os aqui mostrados son la primera
evidencia de la fosforilacion de STIM1 por ERK1/2¢ la disociacion de STIM1-EB1
bajo estimulos fisioldgicos.
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Figura 38: Disociacion de EB1 y STIM1 enddgeno mediada por EGILascélulas Ishikawa se trataron con E
10 ng/ml en HBSS libre de €adurante 10 minutos y se inmunoprecipité EB1 endogepartir de estas célu
utilizando un anticuerpo especifico anti-EB1 unideatentemente a resinas de proteina G-sefarosavetide co-
inmunoprecipitacién de STIM1 se evalué con un aetipo antiSTIM1. Como control negativo se incubaron
lisados con proteina G-sefarosa en ausencia deluamio antiEB1 (unidas a 1gG). La cuantificacion de
coinmunoprecipitacion de STIM1-EB1 se llevé a cabogensiometria utilizando el softwdmmaged ***p<0,001.

7. EGF ACTIVA EL INFLUJO DE Ca 2* EN CELULAS ISHIKAWA.

Siguiendo un protocolo de cultivo con deprivaci@FBS en medio libre de rojo
fenol (RPMI1640), hemos estudiado la entrada ¢ Q@erada por depdsitos (SOCE)
tras inducir el vaciado de depositos dé&'Gan Tg Figura 39). Las células Ishikawa
cargadas con el la sonda fura-2 se trataton canTgedio libre de Ga(minuto 2 de la

gréfica), observandose un aumento del nivel d& I@me intracelular procedente del
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reticulo endoplasmatico. Tras este vaciado deluletiendoplasmatico se esperé a que el
nivel de C&" libre citosolico recuperara los niveles basal@sgpntinuacion se afiadio
C&* al medio extracelular (minuto 8 de la graficajagta adicion de Caextracelular,
podemos observar un rapido influjo de#Cal interior celular (linea negra). Por otro lado
se inhibié la entrada de €aoperada por el vaciado de los depositos intraaesicon
diferentes concentraciones de SKF96365, un blodeekmnlos canales SOC (lineas azul,
verde y roja). En la grafica podemos observar ggE963655 5-10uM provoco una

inhibicién significativa de este influjo de €a

Como se ha mencionado anteriormente, estudiosgsreld nuestro laboratorio

han mostrado que la fosforilacion de STIM1 por ERKfegula la activacién de la

Tg 1 uM + SKF96365
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Figura 39: Entrada de C&?* operada por depostos intracelulares en células IshikaweSe evalué SOCE en célu
Ishikawa cargadas con la sonda fura-2 tras elntiat#to con Tg UM en HBSS libre de Caseguida de la adicit
de CaCl al medio de ensayo. El ratio F340/380 se monitomediante epiflarescencia. Por otro lado se inhibi
entrada de G4 afiadiendo distintas concentraciones de SKF96365 pula adicion de Tg.

entrada de G4 en células HEK293 (Pozo-Guisado et al., 2010)sfeugue EGF activa
la via de sefializacion de ERK1/2, estimulando $foidacion de STIM1 en los residuos
Ser575, Ser608 y Ser621, hemos hipotetizado quatdade sefalizacion de EGF que
fosforila a STIM1 podria estar activando SOCE. Patorar esta hipotesis hemos
medido la concentracion de antracelular en células Ishikawa cargadas con-2uya
estimuladas con EGF (10 ng/ml) en medio libre d&.G&n laFigura 40 — panel Ase
pueden observar los niveles de?Ceitosolico registrados para diferentes célulaglen

mismo ensayo. En este experimento se afiadié6 EGH mrinuto 2 y a partir de este
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tratamiento se observaron picos transitorios deeinento de G citosolico, liberado
desde los dep0sitos intracelulares ya que el ensajlevé a cabo en ausencia dé*Ca
extracelular. Ademas, se observa que este vaciadtepdsitos de Gatuvo lugar de
manera asincronica entre las diferentes célulaspi¥s de 6 minutos de estimulacion
con EGF afiadimos &aal medio extracelular observando una entradafgigtiva de
C&* que ademas fue inhibida por SKF96365.M (Figura 40 — panel B. En el panel

C de laFigura 40, se muestra un diagrama de barras en el que psdebservar la
cuantificacion del incremento de la entrada dé&' @a las células tratadas con EGF y
células tratadas con SKF96365, confirmando asitigaion de entrada de €anediada

por EGF en células Ishikawa.

A B

+ca” SKF 10 uM
181 EGF 10 ng/mL 1.8+ o
EGF 10 ng/mL
1.6+ 1.6
1.44 1.4
o
% 1.2+ % 1.2
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2 1.0 S 104
o <
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c .
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A Ratio F340/F380
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EGF + +
SKF96365
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Figura 40: Movilizacion de Ce?* mediada por EGF. (A) Se evalu6 la movilizacién de &€antracelular en céluli
Ishikawa cargadas con fura-2, tras el tratamiento BGF 10 ng/ml en HBSS libre de®aeguida de la adicion
CaCb al medio de ensayo. Se monitorizdatio F340/380 mediante epifluorescencia. Los sanaestran el regist
de medida de fluorescencia de células individu@BsSe afiadi6 SKF96365 1M junto con la adicion de EGKC)
Incremento en el ratio F340/F380 tras la adiciodé segln losesultados obtenidos en los experimentos most
en el panel A-B. p***<0,001.
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8. LA FOSFORILACION DE STIM1 ES NECESARIA PARA LA MIGR ACION
CELULAR.

Dado que EGF tiene una importante actividad commigatrayente en células
epiteliales (Peplow and Chatterjee, 2013; Schesbal., 2012; Shirakata et al., 2005) y
ya que hemos demostrado que el tratamiento conde®Fa la fosforilacion de STIM1
en las serinas 575, 608 y 621, asi como la moviirade C& de los depositos
intracelulares, nos propusimos investigar el pdpda entrada de €ay la fosforilacion

de STIM1 en la migracion celular de células Ishizamducida por EGF.

Para estudiar esta hipotesis hemos transfectadiaséthikawa para la expresion
transitoria de: (1) FLAG-STIM1-WT; (2) FLAG-STIM155A/S608A/S621A, es decir,
mutantes con la sustitucion de Ser por Ala enitassgliana de ERK1/2, con el objetivo
de impedir la fosforilacion en estos residuos; yHBAG-STIM1-S575E/S608E/S621E,
para simular una fosforilacion constitutiva de STIMIras 24 horas después de la
transfeccion se evalud la migracion celular meeéiartisayos de cierre de heridas en
placa. En paralelo, las células Ishikawa que espaas STIM1-wt se trataron con el
inhibidor de ERK1/2 PD0325901, asi como con el b&mmnte de canales SOC,
SKF96365. En ld&igura 41 podemos observar como la potenciacion de la mignaci
celular por EGF fue inhibida por SKF96365 (M) en células Ishikawa que
sobreexpresaban STIM1-wt, concentracion a la duahi#idor bloquea parcialmente la
entrada de C4 pero no tiene ningun efecto negativo sobre lailda celular. En la
Figura 42 podemos observar que el cultivo de células Ishikaan SKF96365 UM
durante 24 horas no provoca muerte celular, niadi@n en el ciclo celular (no tiene
efectos citoestaticos o citotdxicos). Igualmemi©0325901 también bloque6é de modo

significativo la migracion celular estimulada pd@sE Estos resultados junto con el hecho
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de que EGF induce la fosforilacion de STIM1, sugjique la fosforilacion de STIM1

tiene una funcion importante en el control de lgragion celular.
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Figura 41: La fosforilacién de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 mdula la migracién celular inducida por
EGF en células Ishikawalas células Ishikawa se transfectaron para la siréransitoria de FLAG-STIM1-wt,
FLAG-STIM1-S575A/S608A/S621A 0 FLAG-STIM1-S575E/SS621E. Como control negativo se utilizaron
células que sobreexpresaban exclusivamente elddpéptiAG. Cuando las células alcanzaron el 80% delaeés
celular, se realizé una herida en la monocapaare@dn una punta de pipeta y se incubaron con EGRgIMI
durante 24 horas. El tratamiento con SKF96365Nl) o PD0325901 (0,uM) se afiadié junto con EGF. Las
células se fotografiaron en microscopio de corgreetfases en el momento de la herida (tiempo d&shgrtras 24
horas. La cuantificacién del porcetaje de sellatnise llevé a cabo con la utilizacion del softwanageJ (Escala

= 200um mostrada en la fotografia del vector vacio enpi@igual a 0 horas). ***p<0,001.
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Del mismo modo, en lgigura 41 podemos ver que la sobreexpresion de STIM1-
S575A/S608A/S621A inhibia de modo significativoriggracion celular estimulada por
EGF. Por el contrario, la sobreexpresion de STIMISE/S608E/S621E normaliza la
migracion celular, monitorizada mediante los ensagle cierre de herida en placa,
confirmando de este modo que la fosforilacion dévVBTen sitios diana de ERK1/2

regula la migracion celular.

En paralelo analizamos los niveles de sobreexpredgdla proteina STIM1 en
estos ensayos para asegurarnos que los resulm@ssaban condicionados por posibles
variaciones del nivel de expresion de las difeentstrucciones empleadas. Para ello,
después de evaluar el sellamiento de herida ea ptaciante microscopia en contraste
de fases, las células se lisaron y los lisadode®tae utilizaron para evaluar la
sobreexpresion de FLAG-STIM1 mediante inmunobkagyra 43). Observamos con
este resultado una expresion de STIM1 similar fatas los plamidos utilizados en este
experimento, confirmando asi que la desfosforilaci® STIM1 en sitios diana de

ERK1/2 afecta de una manera significativa a la azign celular.

&2 Flag-STIM1
(W]
LS WT  3A3E
PD0325901 - - - + - -
SKF96365 - - + - - -
STIMA o S ROV SRS, — 05
GAPDH -— G < G > | — 37

Figura 43: Sobreexpresion de STIM1 en células Ishikawa en elsayo de cierre de heridas en placDespué
de realiz43r las fotografias para el ensayo delasgfinostrado en la figura 41) se procedi6 al lisadal e este
élulas y se analizé mediante inmunoblot la expresifal de STIM1 utilizando un anticuerpo a8#i{M1 par:
descartar diferencias en la expresion de las thstiplasmidos. Como control darga se utilizd un anticuer
anti-GAPDH.

Para determinar si los distintos mutantes de STésthban afectando de algun
modo a la proliferacién celular, decidimos hacerestudio de viabilidad celular. Para
ello, las células Ishikawa se transfectaron paexjaesion transitoria de FLAG-STIM1-
wt, FLAG-STIM1-S575A/S608A/S621A 0 FLAG-STIM1-S57&608E/S621E y tras
24 horas de expresion del plasmido (marcado coemopid 0) se cuantificé el nUmero

total de células vivas por placa. Asi erFigura 44 podemos observar como el nimero
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de células no varia entre las diferentes conswunesi por lo que concluimos que la

fosforilacion o desfosforilacion de STIM1 no afeatta proliferacion celular.

—8— FLAG-Vacio

—&— FLAG-STIM1-WT
FLAG-STIM1-3A

—w— FLAG-STIM1-3E

N° de células (x107)

T T T
0 24 48

Tiempo (horas)

Figura 44: Ensayo de joliferacién celular tras la sobre-expresion de STIM1.Las células Ishikawa se
transfectaron para la expresion transitoria de FLS¥BM1-wt (linea roja), FLAG-STIM1-S575A/S608A/S6R1
(linea verde) o FLAG-STIM1-S575E/S608E/S621E (liaeal). Como control se utilizaron células que habia
sido transfectadas con el plasmido FLAG-vacio dinegra). 24 horas tras la transfeccion se cuadtdinimero
total de células por placa.

Del mismo modo decidimos estudiar si estas modikicees afectaban de algun
modo a la distribucion de las células Ishikawaasdistintas fases del ciclo celular. Para
ello, las células Ishikawa se transfectaron paexpaesion transitoria de FLAG-STIM1-
wt, FLAG-STIM1-S575A/S608A/S621A 0 FLAG-STIM1-S57&608E/S621E y tras
24 horas de expresion del plasmido se analizo ipmmetria de flujo el porcentaje de
células que se encontraban en las distintas fadesatb celular asi como el nivel de
apoptosis en cada condicion ensaydedgura 45). De este modo pudimos comprobar
que no habia diferencias en la distribucién delaglan el ciclo tras la expresion de los
distintos mutantes de STIML1. Asi, estos datosesagique la fosforilacion de STIM1 en

sitios dianas de ERK1/2 no afecta a la distribuciéinciclo celular.
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Figura 45: Distribucion de ciclo de células Ishikawa que sobexpresan distintos mutantes de STIM1Las &lulas
Ishikawa se transfectaron para la expresion tamsitde FLAG-STIM1 (marcado como WT), FLAG-STIM1
S575A/S608A/S621A (marcado como 3A) o FLAG-STIM175B/S608E/S621E (marcado como 3E)mo control €
utilizaron células transfectadpara la expresion del plasmido FLAG (marcado coawo). Se analizaron las distir
fases del ciclo celular asi como el r@rmde células apoptéticas mediante citometridugie 24 horas de cultivo tras
transfeccion.

9. STIM1 MEDIA LA TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA
ESTIMULADA POR EGF.

Es conocido que EGF induce la transicion epitelesemquima en células
Ishikawa, observandose un descenso de marcaddués e de tipo epitelial, al tiempo
que aumentan los marcadores de tipo mesenquimahg(¥d al., 2014). Como
consecuencia, hemos hipotetizado que los result@mkeyvados en la disminucion de la
migracion celular en células que expresan STIM15853608A/S621A podria estar
relacionada con una disminucion de la transiciditekp-mesenquima. Por ello
estudiamos el perfil de expresion y localizacion Eleadherina (marcador celular
epitelial) y vimentina (marcador celular mesengudjrea células Ishikawa tratadas con
EGF 10 ng/ml. En laFigura 46 — panel A podemos observar que el tratamiento
prolongado con EGF (durante 24 horas) en céluldaka®a provoca un cambio en la
distribucion celular de E-cadherina desde regigmégimas a la membrana plasmatica
(localizacién en uniones intercelulares en célaladratar con EGF) a una localizacion
mas difusa en el citosol. Esta localizacion citicsdlle E-cadherina ha sido descrita para
otros tipos celulares, en los que aparece en \asiperinucleares durante la transicion
epitelio-mesénquima (Larue et al., 2005). Del mismodo, observamos como el
tratamiento con EGF provoca un aumento en la expree vimetinaigura 46 — panel

A) mostrando una localizacion bien definida de filatosintermedios del citoesqueleto,
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en concordancia con el comportamiento descritapos tipos celulares epiteliales bajo
estimulacién con EGF (Lee et al., 2006; Larue ¢t28l05). En epanel B de laFigura

46 podemos comprobar dicho proceso mediante el analisdiante inmunoblot de la

expresion de las proteinas vimentina y E-cadhezgmacélulas Ishikawa tratadas del
mismo modo con EGF durante 24 horas. Asi pudimpsam@o vimentina aumentaba su
expresion, mientras que E-cadherina mantenia el di¥ expresion, aunque sufre una

fuerte relocalizacion tras el tratamiento prolorggadn EGF.

A

Combinado ] ' Combinado

No EGF

EGF

Tiempa(h) 0 24 24
EGF - - +

E-Caderina | == s == |— 130

Vimentina | < o 56

Figura 46: EGF estimula la transicion epitelic-mesénquima en células Ishikawe(A) Las células Ishikawa
cultivaron durante 24 mas en RPMI1640 con FBS 1% en presencia o ausenciEG#e 10 ng/ml. Median
inmunofluorescencia se determiné la localizaciéR-@adherina (marcador de célula epitelial) y vimeaimarcadc

de célula mesenquimal). La tincion nuclear se Iewabo con Hoechst 33342. Escala §20(B) Del mismo mod

que en el panel A, las células Isikawa se tratammo sin EGF 10 ng/ml durante 24 horas y los tisadtales ¢
analizaron por inmunoblot para la expresion de diredna y vimentina.

Para evaluar el papel de la fosforilacion de STévileste proceso estimulado por

EGF hemos transfectado células Ishikawa para laesim transitoria de STIM1-
mCherry, STIM1-S575A/S608A/S621A-mCherry, o STIMA7SE/S608E/S621E-
mCherry. Tras 24 horas de tratamiento con EGF 1I&lngn RPMI1640 libre de rojo

fenol suplementado con 1% de FBS, se llevo a aivorunolocalizacion de E-cadherina
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y vimentina. En l&igura 47 podemos observar como las células que sobre-aeanes
STIM1-mCherry muestran un aumento significativol@rexpresion de vimentina, asi
como una relocalizacion de E-cadherina en el ditoS;n embargo, células que
sobreexpresaban STIM1-S575A/S608A/S621A-mCherrynostraron aumento en la
expresion de vimentina, manteniendo la localizaciten E-cadherina similar a la
observada en células sin tratar, es decir en laswi@s de la membrana plasmética, en

las uniones intercelulares. Por el contrario, malalas que sobreexpresan la mutacién
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Figura 47: La fosforilacién de STIM1 media la transicion epitelo-mesénquima en células Ishikawe(A) Ensayt
de inmunofluorescencia de vimentina en célulakésta que sobreexpresaban de modo transitorio STH@herry,
(barra negra), STIM1-S575A/S608A/S621A-mCherry (dagris), STIM1S575E/S608E/S621E (barra rayadi
células no transfectadas (barra blan@ays la estimulacion de las células con EGF 10 hdlmante 24 horas

RPMI1640 con 1% de FBS, se cuantificéd el nimero tigastpositvas para la expresiéon de vimentina entre las @
transfectadas con STIM©iICherry. Se analizaron varios campos al azar y sstnan imagenes representativa
células tratadas con EGEB) Al igual que en el panel A las células se tratacom EGF y e analizd pc
inmunofluorescencia la localizacion dec&dherina. Dentro de las células positivas part$Be cuantificé aquell
que presentaban una localizacion periférica dadherina, en las uniones intercelulares, analzaados campos |
modo aleatorio. Las imagenes que se muestran goesentativas de células tratadas con EGF. Escalammn.
*p<0,05.
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que simula la fosforilacion constitutiva de STIMBT(M1-S575E/S608E/S621E-
mCherry) se observa cémo la transicion epitelioéngaima es equivalente a la
observada en células que sobreexpresan STIM1-mClesrdecir, la relocalizacion de
E-cadherina en vesiculas citoplasmaticas y el atonga expresion de filamentos de
vimentina en células que responden al tratamieowoEGF. Estos resultados sugieren
que la fosforilacion de STIM1 en sitios diana deKBER podria tener un papel relevante
en este proceso en células Ishikawa. La partichpasn migracion celular asi como en la
transicion epitelio-mesénquima indica que la fakdoidn de STIM1 podria tomarse en
consideracion como una nueva diana para el trataoni determinados tipos de cancer,
una posibilidad que necesitaria estar ampliamentalada por una posterior

experimentacién en modelos experimentales animales.

10.RESVERATROL INHIBE SOCE EN CELULAS HEK?293.

Se encuentra ampliamente descrito el efecto aaiayénico que tiene el
resveratrol (RES) (Baur and Sinclair, 2006; Cudaiet al., 2007; Jang et al., 1997),
ademas del hecho que RES inhibe el influjo d& @a plaquetas (Dobrydneva et al.,
1999), por lo que decidimos estudiar el efectostia #toalexina sobre la activacion de la
ruta de sefalizacion fosfo-ERK/fosfo-STIM1/influje C&* inducido por Tg.

Para analizar el efecto del RES sobre el influjcCde hemos utilizado células
HEK293 que sobreexpresaban FLAG-STIMHigura 48 — panel A. Las células
(cargadas con fura2) se trataron con TigMLen medio libre de G4 lo que conlleva al
vaciado de depositos intracelulares dé*@minutos 2-4 de la grafica). Después de 8
minutos del tratamiento con Tg se afiadid*@atracelular, observandose la apertura de
los canales SOC, que se detecta por el incremargbrével de C# citosolico (minutos
10-12 de la gréfica). En paralelo se llevo a cadte mismo ensayo afiadiendo RES junto
con Tg, observansdose que este compuesto inhémtrkda de Ca al interior celular de
una manera dependiente de la dosis. Eraeél B podemos ver que la concentracion de
RES a la que se consigue un 50% de inhibicion éatiada de G4 (ICso) era 10uM
para células HEK293.
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Figura 48: Inhibicion de SOCE por RES en células HEK293(A) Células HEK293 que expresan de modo es
FLAG-STIM1 y cargadas con fura-2 se trataron cqiMide Tg en HBSS libre de €a(minuto 2 de la grafica) «
ausencia (linea negra) o presencia dadifies concentraciones de RES (lineas de colo.lddicion de 2 mM «
Ca* extracelular (minuto 10 de la grafica) se analizéntrada de Caal interior celular mediante la monitorizac
del ratio F340/F380. (B) Inhibicion de SOCE trag@lamento con las distintas concentraciones de RES speca
a las células tratadas s6lo con Tg y sin RES (c2kdatrol).

Puesto que SOCE es fuertemente dependiente devédassde C& intraluminal,
hemos analizado el nivel de Tdiberado hacia el citosol desde los depdsitos
intracelulares tras el tratamiento con Tg y engmem de diferentes concentraciones de
RES. En laFigura 49 podemos observar que la liberacién dé*@msde el reticulo
endoplasmatico (RE) al citosol no se veia afectaldRES de manera significativa con

ninguna de las concentraciones ensayadas.

inducida por Tg
(AF340/F380)

Vaciado de Ca“* desde el RE

[Resveratrol] (uM)

Figura 49: Vaciado de depésitos inducida por TgCélulas HEK293 que expresan de modo estable e ind
FLAG-STIM1 y cargadas con Fura-2 se trataron conlTgVl en HBSS libre de Ca El incremento del rat
F340/F380 por epifluorescencia se evalu6 y no sergraron diferencias significativas entre el cohfcélulas n
tratadas) y células tratadas con distintas cormeinties de RES.
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Una vez observado que RES inhibe la entrada deeBaélulas HEK293 tratadas
con Tg, nos plantemos determinar si RES inhibia BE@@diante la inhibicién de la
cascada de sefalizacion fosfo-ERK/fosfo-STIM1 opai el contrario RES estaria
actuando como un simple blogueante de los candé3. $ara abordar este estudio
disefilamos un experimento similar al mostrado eRridara 48, pero en este caso se
utilizé una sola concentracion de RES (@0) y se afadi6 al cultivo celular a diferentes
tiempos Figura 50). RES se afiadié a las células 8 minutos antesfiddiraC&"
extracelular, es decir justo cuando afiadimos Twgdlinegra), 4 minutos antes de la
adicion de C# (linea roja), 2 minutos antes de la adicion d& {nea azul), o justo al
afadir C&" a las células (linea verde). Nuestros resultadosstran que el tratamiento
con RES justo al afiadir €ano inhibe SOCE, lo que sugiere que esta fitoakexia
estaria actuando a nivel de los canales SOC. Dmhmmodo, podemos observar que
aungue aumentamos el tiempo de preincubacion c@®) Rftes de la adicion de Ca
RES no inhibe SOCE al menos hasta que se afada gont Tg. Estos resultados
muestran que RES no bloquea directamente los cadial€d’, es decir, no actiia como
un bloqueante fisico del canal. Por otro lado,stsultados sugieren que RES podria
estar inhibiendo la cascada de sefalizacion cefulaiactivaria Tg al inducir un vaciado
de los depositos intracelulares, ya que el efedttiidor del RES es solo visible cuando

lo afiadimos a las células junto con Tg.
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Figura 50: El efecto inhibidor de RES no esta relacionado ooun blogueo directo de los canales SO(Las
células HEK293 que expresaban de modo estable FENGH. se trataron con RES (/) a diferentes tiempt
para poder evaluar la capacidad para bloqueaflgbinle C&*: RES se afiadio junto con Tgu¥, es decir 8 minutc
antes de la adicion de €4glinea negra); 4 minutos antes de la adicion & (faea roja); 2 minutos antes de
adicién de C# (linea azul) y por Gltimo junto con &4linea verde).
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Para determinar si RES inhibe la cascada de saf@lizque activa SOCE, hemos
analizado el efecto de RES sobre la fosforilaciénERK1/2 y STIM1 en células
HEK293.

11. RESVERATROL INHIBE LA ACTIVACION DE ERK1/2 Y LA
FOSFORILACION DE STIM1.

Tal y como hemos visto anteriormente, STIM1 sedidistin vivo en los residuos
Ser575, Ser608 y Ser621 por ERK1/2 durante laaatim de SOCE inducida por Tg en
células HEK293, asi como tras el tratamiento cof E células Ishikawa. Ya que esta
fosforilacion es necesaria para la activacion d€EQPozo-Guisado et al., 2010) nos
planteamos la hipotesis de que resveratrol (RE8)ig@star inhibiendo ERK1/2 y por
tanto, la fosforilacion de STIM1 en sitios dianakRRK1/2 con la consecuente inhibicion
de SOCE observada en los experimentos mostradés Fegura 48. Para estudiar el
efecto del RES sobre la activacion de ERK1/2 darta las células con Tg para inducir
el vaciado de los depdésitos, y en paralelo sefladiaron diferentes concentraciones de
RES. El nivel de fosforilacion de ERK1/2 en losidess Tyr202 y Thr204 se analizé
mediante inmunoblot utilizando un anticuerpo fosépecifico. En laFigura 51 se
muestra que RES inhibe la fosforilacion y por tdatactivaciéon de ERK1/2 inducida por
Tg. Como control de este experimento se utilizarélulas HEK293 tratadas con el
inhibidor de ERK1/2, PD0325901. Por otro lado saliad también el nivel de ERK1/2
total, demostrandose asi que la expresion de ERKt/Ze veia afectada por el
tratamiento con RES. Ademas, en la gréafica deidara 51, en la que se muestra la
cuantificacion de la fosforilacion de ERK1/2, obhsenos cdémo esta inhibicion
presentaba una tgen el mismo rango de concentraciones que habiabsesvado la
inhibicion de SOCE (veadgégura 48 — panel B.

Puesto que RES estaba inhibiendo la activacion RIK1E, nos planteamos
estudiar el estado de fosforilacion de STIM1 enrssduos Ser575, Ser608 y Ser621,
sitios diana de ERK1/2 en células tratadas con HE®a ello, células HEK293 que
expresan de modo estable STIM1 se trataron con\ ftara inducir el vaciado de los
depdsitos de G4 en presencia de distintas concentraciones de RE3isados célulares
se utilizaron para la deteccion de la fosforilad@STIM1 en las serinas 575, 608 y 621
mediante inmunoblot. En BEigura 52 podemos observar que la fosforilacion de STIM1

disminuye significativamente para estos tres resdtas el tratamiento con RES de un

94



Resultados

modo dosis-dependiente. Como control de este arpatd se utilizo el inhibidor de
ERK1/2 PD0325901, que también inhibid la fosfoitbacde STIM1 en los residuos
Ser575, Ser608 y Ser621. Se muestra también ladadntotal de STIM1 en cada

condicion experimental, demostrando asi que ellmeeSTIM1 no variaba con el

k&
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de ERK1/2
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Resveratrol (uM) 0O 0 5 10 20 50

+ PM (kDa)
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tERK1/2 | S —— e . —— — 43

Figura 51: Inhibicién de ERK1/2 por RES. Las células HEK293 que expresan de modo establéGFEAM1 se
trataron con Tg 1M, para inducir el vaciado de depdésitos intraceday con concentraciones crecientes de R|
HBSS libre de C4: Los lisados totales se utilizaron para evaluafofdhr202/Tyr204ERK1/2 (marcado con
PERKZ1/2) mediante inmublot. Como control de carga se evalué el nivel deERK1/2 (marcado como tERK1,
Como control del experimento se incubaron las cglHBEK293 con PD0325901 (OpM). La cuantificacion de
fosforilaciéon de ERK1/2 se llevé a cabo por densiniaaitilizando el softwaremaged ***p<0,001.

tratamiento de RES. Puesto que la fosforilacio8dM1 en los sitios diana de ERK1/2
modula la activacion de SOCE, la inhibicion de dafdérilacion de STIM1 por RES
explica la inhibicibn de SOCE por esta fitoalexiiatos resultados representan una
nueva evidencia en el estudio de la inhibicionrdetanismo molecular de SOCE por
RES, ya que demuestra que la fosforilacion de STésllina diana para RES en células

de mamiferos.
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Figura 52: Inhibicion de la fosforilacion de STIM1 por RES.Las células HEK293 que expresan de modo e!
FLAG-STIM1 se trataron con TgdM en presencia de concentraciones crecientes deRESBSS libre de Ca Los
lisados totales se utilizaron para evaluar por imoialot el nivel de fosfo-Ser575-STIM1, fosfo-Seré®8IM1 y fosfo
Ser621-STIM. El control de carga se monitorizéizaihdo un anticuerpo especifico anti-STIM1. Comoticdrde
experimento se utilizaron células HEK293 incubadas el inhibidor de ERK1/2 PD0325901 (0,M). La
cuantificacion de la fosforilacion de STIM1 en dékibajo vaciado de depdsitos (+Tg, barra negeé)udas en repos
es decir células en medio con?C&Tg, barra blanca) se llevé a cabo mediante densitangtilizando el softwa
Image. Para el analisis estadistico se compararon tos d¢an el control (+Tg, -RES). ***p<0,001.
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12.RESVERATROL INTERFIERE LA DISOCIACION DE STIM1-EB1.

Anteriormente habiamos visto que la fosforilaci@QITIM1 en los sitios diana
de ERK1/2 modula la interaccion de STIM1 con EBdni€ndo en cuenta que RES inhibe
la fosforilacion de STIM1 y que esta fosforilaciggula la disociacion de EB1, hemos
estudiado la interaccion de STIM1 y EB1 en célid&d<293 tratadas con RES tras el
vaciado de los depdsitos con Tg. Para ello, céHIE$293 que expresan de modo estable
FLAG-STIM1 fueron transfectadas para la expresianditoria de EB1-GFP. Las células
se trataron con RES y se indujo el vaciado de d@gdsitracelulares con Tg M en
HBSS libre de C#, durante 10 minutos a 37°C. Posteriormente s& le\cabo la
precipitacion de EB1-GFP utilizando resinas de GF&p y se evalud el nivel STIM1
unido a EB1 mediante inmunoblot con un anticuergo&TIM1. Como control negativo
de este ensayo de co-precipitacion se usaron séHHEK293 que expresan de modo
estable el péptido FLAG y se transfectaron parexfaresion transitoria de EB1-GFP
(Figura 53, linea 1). Del mismo modo, y como control negatsélulas que expresaban
FLAG-STIM1 fueron transfectadas para la expresi@mditoria de la proteina GFP
(Figura 53, linea 2). En la Figura 53 podemos observar cdmacatado de los depdsitos
inducido por Tg inducia una disociacion signifigatidel complejo STIM1-EB1, tal y
como habiamos observado en experimentos ante(maks 4). Sin embargo, pudimos
comprobar que la presencia RES bloqueaba estaalisnt, es decir, no se observa un
descenso en el nivel de STIM1 unido a EB1 en celmadas con RES (calle 6). En los
paneles inferiores se muestran los niveles de siyrele STIM1 y EB1-GFP de los
lisados totales, mostrandose asi que no hay ddex®de expresion de estas proteinas en
las diferentes condiciones ensayadas. Ademas musraambién el estado de
fosforilacion de STIM1, mediante la deteccion panunoblot de la fosforilacién de la
serina 621. Estos resultados apoyan la hipotesgudeuna fosforilacion defectiva de
STIM1 afecta a la disociacion de STIM1-EB1 trasvatiado de depositos. Estos
resultados muestran que la inhibicion de ERK1/2gbdratamiento con RES inhibe la
fosforilacion de STIM1, y por tanto la disociacida EB1, explicando el mecanismo por

el cual células tratadas con RES presentan unbiciim de SOCE.
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Figura 53: Inhibicién de la disociacion de STIM1 y EB1 por ES. Células HEK293 que expresan de modo es
FLAG-STIM1 se transfectaron para la expresion itaria de EB1-GFP. Las células se incubaron con HBS8SC&*
(-Tg) o en HBSS libre de €acon 1uM de Tg durante 10 minutos (+Tg). RES (8@) se preincub6 10 minutos ar
del tratamiento con Tg y se mantuvo durante edutn&nto con Tg. EB1-GFP se inmunoprecipité con GFRipy e
nivel de STIM1 unido a EB1 se evalué por inmunohleando un anticuerpo anti-STIM1. El nivel de EBHEF
precipitado se evalué con un anticuerpo anti-GRERcdntidad total de EB1-GFP y de FLAFIM1 expresado en ce
condicion se evaluaron utilizando los lisados &staFinalmente para comprobar la activacion de 3T el vaciad
de los depositos intracelulares se monitoriz6 f@#621STIM1 en los lisados totales. La cuantificacionlaenior
STIM1-EBL1 se llevé a cabo por densitometria utilizandso@ware ImageJ. Para el analisis estadistico mpamrol
los datos con el control (-Tg, —RES). n.s.: no digativo p>0,05; ***p<0,001.
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13.RESVERATROL INHIBE LA MULTIMERIZACION DE STIM1 EN
CELULAS HEK293.

Un importante evento para la activacion de SOQ& eslltimerizacion de STIM1
en respuesta al vaciado de#Gdel RE. Esta multimerizacién esta regulada pdogiinio
de unién a CH intraluminal de STIM1 (Stathopulos et al., 2008)lemas el dominio
SAM (sterile-alpha motif inicia la homo-oligomerizacion de la proteingilitando la
multimerizacion de STIM1 (Baba et al., 2006). Cosngirio Baba et al., el movimiento
y multimerizacion de STIM1 también se encuentrandiadds por las regiones
citoplasmaticas coiled-coil y los dominios ricos®er/Pro (Baba et al., 2006). Ademas
Sampieri et al., sugirieron que no soélo el vaciddalepositos de &asino también la
disociacion de STIM1 y EB1 es requerida para act8@QCE, es decir para permitir la
union de STIM1 a ORAIL (Sampieri et al., 2009). dscekstos resultados nos permiten
proponer que tras el vaciado de los depésitoscielntares, la fosforilacion de STIM1 en
sitios diana de ERK1/2 regula la disociacion deN&ITy EB1, y que este hecho facilita
la formacion de multimeros y favorece la relocaliaa de STIM1 en las cercanias de la
membrana plasmatica para poder activar los caisiés (Pozo-Guisado et al., 2013).
Asi, en este trabajo hemos analizado la multimeidrade STIM1 en presencia de RES.
Para ello hemos utilizado células HEK293 que expraeie modo estable STIM1-GFP.
Las células se trataron durante 3 minutos con TdM1 para inducir el vaciado de
depositos intracelulares de Caen presencia o ausencia de RES. De este modo en |
Figura 54 podemos ver que Tg induce la multimerizacion delV&T en
aproximadamente el 40% de las células tratadagriirargo, la preincubacion con RES
10 uM reduce el nivel de multimerizaciéon de STIM1 hasta 15-20%. Ademas, la
disminucion en la multimerizacion de STIM1 fue dania la observada en células
tratadas con el inhibidor de ERK1/2 PD0325901,Ue gugiere que la inhibicion de la
multimerizacion de STIM1 por RES esta directameelgcionada con la inhibicion de la

fosforilacién de STIM1 por esta fitoalexina (veaR$gura 51y Figura 52).
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Figura 54: RES inhibe la multimerizacién de STIM1 en células HEK293. Las células HEK293 que expresat
modo estable STIM1-GFP (WT o 1644N/P645N) se incobaon Tg 1uM en presencia o ausencia de RESuiD
en HBSS libre de Cadurante 3 minutos. El porcentaje de células quesptaban una marcada multimerizacié
STIM1 (multimeros > 0,2um) se calculd a partir de un minimo de 200 célptascondicién. Se muestran image
representativas de las células en las distintas@onds. Como control del experimento las célulasmsgbaron co
PD0325901 (0,uM). **p<0,001.

Ha sido descrito que la mutacion de STIM1 en lasdues lle644-Pro645 a
Asn644-Asn645 promueve la disociacion de STIM1 yLEBonnappa et al., 2009; Pozo-
Guisado et al., 2013). De este modo STIM1-1644NAR6germanece separado de EB1
independientemente del nivel de fosforilacion deMAT (Pozo-Guisado et al., 2013).
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Para determinar si el efecto de RES sobre la mediracion de STIM1 esta directamente
relacionado con la inhibicion de la fosforilaciom 8TIM1 analizamos si RES inhibia la
multimerizacién de STIM1 en células que expresativM311644N/P645N. Para ello,
células HEK293 que expresan esta mutacion de STBMIM1-1644N/P645N-GFP) se
trataron con Tg UM en presencia y ausencia de RES. Tal y como dspeds y de
acuerdo con la hipotesis inicial, las células gupre&san STIM1-1644N/P645N-GFP
tratadas con RES 1M no muestran inhibicion de la multimerizacion daM81 (Figura
54), ya que esta mutacion libera a STIM1 de EB1 pwendo su multimerizacion de

manera independiente del nivel de fosforilaciois@éM1 en los sitios diana de ERK1/2.

14. RESVERATROL INHIBE LA UNION DE STIM1 A ORAI1 EN CEL ULAS
HEK293.

La multimerizacion de STIM1 es un evento que preceda union de STIM1 a
los canales SOC para su activacion (Zhou et al.3RAsi, hemos determinado si la
inhibicion de la multimerizacién inducida por RE8da a la union de STIM1 a ORAIL
tras la induccién del vaciado de depdésitos corPBga ello se utilizaron células HEK293
gue expresan de modo estable STIM1-GFP y que fueansfectadas para la expresion
transitoria de HA-ORAIL. Las células se trataron &g 1M en presencia y ausencia
de RES 5QM y se analiz6 la coprecipitacion del complejo STHARAIL. STIM1-GFP
se inmunoprecipitd con resinas de GFP-Trap y sézanla co-precipitacion de HA-
ORAI1 mediante inmunoblot usando un anticuerpo @fipe anti-HA. Como control
negativo del experimento se utilizaron células HEKgue expresaban de modo estable
STIM1-GFP y que fueron transfectadas para la ei@ratel péptido HAPor otro lado
se comprob6 que el nivel total de STIM1-GFP préago era similar en todas las
condiciones ensayadas. Del mismo modo se utilizhsanos totales para analizar el
nivel de activacion de las quinasas ERK1/2, asiccetmivel total de dichas quinasas
(marcado como tERK1/2), comprobando que no exeteb@os en el nivel de expresion
en los distintos grupos experimentales. ERitura 55 se muestra la cuantificacion de
ORAI1 co-precipitado. Los datos revelan que ehtraénto con RES reduce la cantidad

de ORAI1 unido a STIM1 en condiciones de vaciaddef@sitos intracelulares de?Ca
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confirmando asi que la inhibicién de SOCE llevadalzo por RES era debida, al menos

en parte, a una disminucion en el nivel de uni6iVBTORAIL.
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Figura 55: RES impide la union de STIMJ-ORAI1 bajo condiciones de vaciado de depésitcLas células HEKQ3
que expresan de modo estable STIM1-GFP se traasfecpara la expresion transitoria de BRAIL. Tras i
transfeccion (24 h) se incubaron las células en HB®SCA* (-Tg), o en HBSS libre de €acon Tg 1uM durante 1
minutos (+Tg), o con RES (50M) durante 10 minutos de preincubacién antes &mmgnto con Tg, y durante
tratamiento con Tg. El nivel de ORAIL unido a STIMldeterminé por inmunoblot utilizando un anticoeeppecific
anti-HA. El nivel de STIM1 precipitado se determicwn un anticuerpo an@fP. Para ver la activacion de ERK
por Tg asi como la inhibicion por RES, se monitoandi-fosfo-ERK1/2 (marcado como pERK1/2) y toERK1/Z
(marcado como tERK1/2) mediante inmunoblot utilizatab lisados totales. La cuantificacion de la nrdé STIM1-
EBL1 se llevo a cabo por densiometria utilizandofth&relmaged Para el andlisis estadistico se compararon ltos
con el control (-Tg). *p<0,05; ***p<0,001.

Estos datos sugieren que RES inhibe la actividakKlER y por tanto la
fosforilacion de STIM1 en sitios diana de ERK1/2ni consecuencia de la inhibicion
de la fosforilacion de STIM1, éste se encuentralara EB1, disminuyendo asi la
multimerizacion de STIM1 y por tanto la unién a ORAn la membrana plasmatica.
Por tanto, todos estos datos sugieren que fosfmniade STIM1 es una diana principal
para RES en la inhibicion de SOCE.
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Un experimento crucial que apoya esta hipétesia sedida de entrada de®a
(SOCE) en células HEK293 que expresan STIM1-S58IBE/S621E o en células que
expresan STIM1-1644N/P645N tratadas con RES. Ambogtantes inducen la
disociacion de STIM1 de EB1. Ademas, el mutante Bifetiza una fosforilacion
constitutiva de STIM1, de manera que RES no paadiacir una desfosforilacion de esos
residuos. Por otro lado los mutantes de STIM1-IPfdXmanecen disociados de EB1
independientemente del nivel de fosforilacion derésiduos Ser575/Ser608/Ser621. Por
todo ello, y siguiendo la hipétesis y conclusioaeteriores, esperadbamos que la entrada
de C&" no se viera afectada por el tratamiento con RE&stos mutantes. Las medidas
de entrada de €hse llevaron a cabo en células HEK293 que expresddanodo estable
FLAG-ORAI1 y que fueron transfectados para la esigretransitoria de 1) STIM1-WT-
mCherry (linea en negro); 2) STIM1-S575E/S608E/&BA1Cherry (linea en rojo); y 3)
STIM1-1644N/P645N-mCherry (linea en verde). Lasutad se cargaron con fura-2 y se
indujo el vaciado de depoésitos con Tgu¥ en medio libre de Ca(minuto 2 de la
gréfica). Tras la estabilizacion del nivel de®Caitosolico, afiadimos Gaal medio
extracelular (minuto 8 de la gréfica), monitorizarasi la entrada de €aal citosol. De
este modo, en l&igura 56 — panel Apodemos observar que la expresion de estos
mutantes (STIM1-S575E/S608E/S621E o STIM1-1644NEMg4no afecta a la entrada
de C&" tras inducir el vaciado de dep0ositos con Tg. Dishm modo, en I&igura 56 —
panel B podemos ver que RES no inhibe SOCE en célulasegpeesan STIM1-
S575E/S608E/S621E o STIM1-1644N/1645N, lo cual apaue la fosforilacion de
STIM1 en sitios diana de ERK1/2 es la principahdide RES en la inhibicion de SOCE.
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Figura 56: SOCE no se inhibe por RES en células quexmesan STIM1-S575E/S608E/S621E o STIM1-
1644N/P645N.Las células HEK293 que expresan de modo estabijp@RAIL fueron transfectadas para gpeesior
transitoria de STIM1-mCherry (linea negra), STIMIZSE/S608E/S621E-mCherry (linea roja) o STIM1-164484/5N-
mCherry (linea verdeJA) Se evalu6 SOCE en células cargadas con fura-2cuéase afiadio TgidM en HBSS libr
de C&*, seguido de una adicion de®€a mM (B) Se evalué SOCE en células cargadas conZardas que se le afia
Tg 1uM junto con RES 2@M , seguida de la adicion de €& mM.

104



DISCUSION






Discusion

Este trabajo pone de manifiesto la estrecha relaqé existe entre el vaciado de
los depositos de Ga(reticulo endoplasmatico), la activacion de lamasas ERK1/2 y
la fosforilacién de STIM1. Desde que en el afio 20RMji y cols. definiesen a STIM1
como una proteina susceptible de ser fosforiladan{iMet al., 2000), muchos han sido
los estudios enfocados a determinar los residudsTdl1l que se fosforilan, asi como
las funciones en las que estan implicados estderéssduos. En 2006 Olsen y cols.
observaron numerosos residuos de STIM1 fosforiladastlulas HelLa tratadas con EGF
(Olsen et al., 2006). Posteriormente, en 2009, Byybls. describieron la fosforilacion
de los residuos Ser575, Ser608, Ser621, SerdB5F8er602, Ser620 y Ser668 (Smyth
et al., 2009). Al mismo tiempo, utilizando como ralmdde estudio ovocitos déenopus
Yu y cols. describieron también varios residuossdenas y treoninas de STIM1
fosforilados, entre ellos, los residuos Ser575 6&k (Yu et al., 2009). Por otro lado,
nuestros resultados con células HEK293 han puestmahifiesto la fosforilacion de
STIM1 en los residuos Ser575, Ser608 y Ser621.okfofilacion de estas serinas se
identific6 con técnicas de espectrometria de masamnediante experimentos de
fosforilacionin vitro, y se demostro que estos residuos son diana deil@sas ERK1/2
(Pozo-Guisado et al., 2010). Asi, nuestro grupmdestigacion identificd por primera
vez a una quinasa responsable de la fosforilaci@ctivacion de STIM1 en unas
condiciones determinadas. Por otro lado, con l&ation de anticuerpos especificos,
que reconocen los residuos Ser575, Ser608 y Se@darilados, hemos podido
demostrar la fosforilacion de STIM1 en los residd@a de ERK1/2n vivo. Nuestro
trabajo utiliza como modelo de estudio cultivosutales asincronicos, mientras que los
estudios de Smyth y cols. utilizaron células pasagla mitosis tras el tratamiento con
nocodazol. Del mismo modo, el trabajo presentadodr’poy cols. se basaba en ovocitos
de Xenopusque se encuentran detenidos en meiosis. Estetaspgcde particular
importancia ya que se ha observado que tanto @sisitomo en meiosis SOCE es una
ruta inhibida (Machaca and Haun, 2000; Russa £2@08; Yu et al., 2009). En este
sentido, Smyth y cols. demostraron que, en céld&sa y HEK293 paradas en mitosis,
la fosforilacion de las Ser486 y la Ser668 inhiB@CE (Smyth et al., 2009). Ademas,
estos mismos autores consideraron en funcion deesuados que las Ser575 y Ser621
se encontraban fosforiladas de modo constitutiwe.enbargo, con la utilizacion de
anticuerpos fosfo-especificos hemos podido obsamanivel basal de fosforilacion

cuando las células estan en reposo y un incrensggnidicativo en la fosforilacion de
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estos residuos cuando se activa SOCE tras el vadeadepdsitos de €aEl tratamiento
con tapsigargina (Tg) se desarrolla mediante libicibn de la SERCA, por lo que se
bloguea el rellenado del reticulo endoplasméatioo oo lado, también hemos observado
un incremento en la fosforilacion de STIM1 trasefimulacion de las células con el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), lo que sigan estimulo mas similar a una
activacion de tipo fisiolégico. De este modo, nwastresultados muestran que la
fosforilacion de STIM1 en los residuos Ser575, 881 Ser621 es desencadenada por la
activacion de las quinasas ERK1/2 y que este pasdteco para la activacion de SOCE.
Ademas hemos podido observar que la fosforilac@rS@IM1 en los sitios diana de
ERK1/2 est4 relacionada con su multimerizacion,odé&ion de microtubulos,
interaccion con canales SOC y la entrada dfé €dracelular.

La ruta de sefalizacion RAS-RAF-MEK-ERK se activastla union de un
ligando especifico a receptores tirosina quinasagmtes en la membrana plasmética.
Entre estos receptores tirosina quinasa nos emroo$ el receptor de EGF (EGFR),
frecuentemente mutado o sobreexpresado en diferéptes de cancer de humano. En
este sentido, numerosos estudios han puesto déestmgue la isoforma K-RAS, de la
proteina Ras, esta mutada en aproximadamente eti8@¥sos de cancer en humanos, y
gue la mutacion B-RAF (V600E), que activa la pnodede forma constitutiva, es la mas
comun en nuestra poblacién (Cantwell-Dorris et26111). Debido a la importancia que
tiene esta ruta en el origen de distintos tiposateer, muchos estudios clinicos se han
centrado en el uso de inhibidores especificos detdade sefalizacion RAS-RAF-MEK-
ERK con el fin de evaluar su potencial como postbdé¢amiento frente al desarrollo
tumoral (Roberts and Der, 2007).

Numerosos factores de crecimiento, citoquinas ynboas, modulan la ruta de
las MAPK y, por tanto, activan las quinasas ERKEf2 este sentido, STIM1 fosforilado
podria ser un efector de esta ruta y ser el regptage numerosos eventos celulares. En
este trabajo hemos utilizado la linea celular lahik derivada de un adenocarcinoma
endometrial humano y se ha mostrado por primerajueza activacion de las rutas de
sefalizacion activadas por EGF induce la fosfadlace STIM1 en los sitios diana de
ERK1/2. Ademas, hemos mostrado que la fosforilad@rSTIM1 regula su activacion
modulando procesos tan importantes para la céluaocla migracion celular o la
transicion epitelio-mensénquima. Del mismo moddudies paralelos realizados en

nuestro laboratorio han mostrado la fosforilacienSTIM1 en los residuos dianas de
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ERK1/2 y su activacion tras el tratamiento con IGuue también activa la ruta de las
MAPK (Tomas-Martin et al., 2015). Ademas, tambié@mios podido mostrar cémo la
mutacion oncogénica H-RAS(G12V) estimula la fosémidn y activacion de STIM1 en
ausencia de EGF, corroborando asi que la ruta RASMREK-ERK estimula la
fosforilacion de STIM1. Todos estos resultadospersiten proponer a STIM1 como un
nuevo efector de la cascada RAS-RAF-MEK-ERK qudri@ncomo diana la activacion
de canales SOC y con ello, la entrada d& @da activacion de numerosos procesos
celulares de pendientes de?CeaDe este modo, nuestros resultados muestran que la
activacion de la ruta de sefalizacion RAS-RAF-MERKESTIM1 regula varios
procesos celulares, entre ellos motilidad y mignacDe forma similar, la presencia de
fosfo-tirosinas descrita en plaquetas y la fosfiordn de la Ser575 descrita en mioblastos
podria explicar la activacion plaquetaria (Elvetsak, 2012) y la diferenciacion de
mioblastos (Lee et al., 2012).

Otra conclusién importante que podemos extraepsledsultados obtenidos en
este trabajo es que la activacion de MEK-ERK naierg de la entrada de €a
extracelular, ya que la expresion de H-RAS (G1A/suéficiente para activar ERK1/2.
Ademas, este resultado ha sido corroborado trasndabsactivacion de ERK1/2 y
fosforilacion de STIM1 en ausencia de*Caxtracelular. Aunque este trabajo no se ha
centrado en la ruta de activacion de ERK1/2 enrmisale influjo de CH, existen
diversas posibilidades que habilitarian esta acitive siendo la mas probable la
activacion de la C&/calmodulina quinasa Il (CaMKIl) tras el tratamieebn EGF o Tg.
Cualquiera de estas dos estimulaciones conducdaretemento de la concentraciéon de
C&* citosolico, que activaria CaMKII, que es un codoagiegulador de RAF1, por lo que

la activacion de ésta ultima podria explicar lavacion de ERK1/2.

En los dltimos afios se ha propuesto la activac®rnod canales SOC como
potencial diana terapéutica en el tratamiento @elcer, ya que se ha visto que la
activacion de estos canales estad implicada en dbfgpacion celular de células de
glioblastoma (Liu et al., 2011; Motiani et al., 3)¥ células de glandula mamaria MDA-
MB-231 (Yang et al., 2009). Se ha propuesto que QRgoteina que constituye un tipo
de canal SOC, esta directamente implicada en eratifon celular (El Boustany et al.,
2010). Ademas, la proteina ORAI3 se ha relaciomfi@atamente con desarrollo tumoral
en la linea de cancer de glandula mamaria human&-MQMotiani et al., 2013).

Consecuentemente, numerosos grupos han demostrada groliferacién de diversas
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lineas celulares se reduce (1) tras el bloquecadales SOCs con el tratamiento con
SKF96365, un conocido agente bloqueante de ladentta C&'; y (2) tras la reduccion
de la expresion de los principales componentesosleanales SOC, es decir, tras el
bloqueo de la sintesis de STIM1 y/o ORAI1 (Chealgt2011; Faouzi et al., 2011; Liu
et al., 2011; Motiani et al., 2013; Yang et al.120Yang et al., 2009; Yoshida et al.,
2012). Ademas, se ha mostrado también que el bbodgeanales SOC con SKF96365,
asi como tras la reduccion de expresion de STIM#liange siRNA, disminuye la
migracion celular en células de hepatocarcinoma@Yet al., 2013). Tras analizar la
migracion de células Ishikawa, hemos podido derapsfjue este proceso se ve
disminuido en aquellas células que sobre-expresaibéivil mutado en las serinas 575,
608 y 621 para simular una desfosforilacion comstia (Ser/Ala). Esta desfosforilacion
mantiene inactivo a STIM1 y por tanto, mantieneibida la maquinaria de SOCE,
resultado que concuerda con los obtenidos por atrtiges mediante la reduccion de la
expresion de STIML1 o el bloqueo de los canales S@&sg et al., 2013).

Estos datos, junto con el hecho de que la mignade células Ishikawa sea
inhibida tanto con SKF96365 como por PD0325901ipidbr de ERK1/2, nos permite
sugerir que la inhibicién de la fosforilacion del®T en sitios diana de ERK1/2 es
suficiente para prevenir la migracion celular. Bsgatesis ha sido explorada y validada
mediante el reciente descubrimiento de que laadtim de receptores tirosina quinasa
conlleva a la activacion local de STIM1 en el feede migracion de células epiteliales
(Tsai et al., 2014).

Otro evento importante en el desarrollo de canseldaetransicion epitelio
mesénquima (TEM), proceso mediante el cual laslalapiteliales sufren cambios
morfolégicos que les permiten disminuir la adhesadla lamina basal y estimular su
capacidad de migracion e invasion en otros tejidés. ampliamente conocida la
implicaciéon de EGF en este proceso en distintastgqelulares (Cheng et al., 2012; Lee
et al., 2008; Richter et al., 2011). En este t@mba&mos podido demostrar la implicacion
de STIM1 en esta transformacion epitelio-mesénquratando células de tipo epitelial
(células Ishikawa) con EGF durante 24 horas. Pdado, se pudo comprobar como la
proteina E-cadherina, que en células epitelialeseap localizada en la membrana
plasmatica, sufre una relocalizacion hacia el oltbs el tratamiento con EGF. Este
resultado concuerda con los mostrados por Gritlely. en la linea celular de carcinoma
SCC13 (Grille et al., 2003). Otro marcador utiliaagn este trabajo para detectar la
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transicion epitelio-mensénquima es vimentina, guersuentra sobreexpresado en tipos
mesenquimales como hemos confirmado tras el tratdmde células Ishikawa con EGF.
Sin embargo, las células Ishikawa transfectadas $b6iM1-S575A/S608A/S621A
apenas presentan niveles detectables de vimelatigae corrobora la hipétesis de que la
desfosforilacion de STIM1 disminuye significativame la transformacion de células
epiteliales en mesenquimales. Estos resultados gsbé& lo tanto estrechamente
relacionados con los que muestran la disminuciémignacion observada en células que
sobreexpresaban el mutante de STIM1 que simuldesfasforilacion, ya que el fenotipo
epitelial presenta una menor motilidad. Ademaspsesesultados concuerdan con la
disminucién de la migracién celular observada pwosogrupos tras una regulacién
negativa de la expresion de STIM1 (Chen et al.12Bdouzi et al., 2011; Liu et al., 2011;
Motiani et al., 2013; Yang et al., 2013; Yang et aD09; Yoshida et al., 2012). Asi,
nuestros resultados nos permiten sugerir que farflasion de STIM1 inducida por EGF
activa la entrada de €aa través de los canales SOC y que este aumen@efde
intracelular debe activar factores de transcripgie inducen la expresion de vimentina
o la relocalizacion de E-cadherina al citosol, ppeiendo de este modo la transformacion

fenotipica a un tipo mesenquimal.

Por otro lado, la migracion celular se encuentriaegeada por la dinamica de
microtubulos y existen varios trabajos que han foude manifiesto la relacion entre
STIM1 y microtubulos (Bain et al., 2007; Chen et 2013; Grigoriev et al., 2008; Pozo-
Guisado et al., 2013). Todos estos resultadoslewasrdn a estudiar el papel de STIM1
en migracion celular y mas concretamente el papeéhdosforilacion de STIM1 en la
modulacion de la migracion. STIM1 es transportadi@aés de los tubulos del reticulo
endoplasmatico mediante un mecanismo dependienteBde proteina que regula el
extremo en crecimiento de microtubulos (plus-endg hecho, STIM1 se une
directamente a EB1, de manera que STIM1 se comsida@plus-end-tracking protein
(+TIPs) (Grigoriev et al., 2008). Se ha demostrgde EB1 y STIM1 colocalizan en
determinadas condiciones, aunque existen diferenamtre tipos celulares,
comportdndose de modo distinto en los fibroblaBtBE5-SV y en la linea celular HeLa
(Grigoriev et al., 2008). Mientras STIM1 colocal@zan EB1 bajo condiciones de vaciado
de depdsitos en células Hela, en fibroblastos MBESSTIM1 se transporta de forma
independientemente de EB1. Estos resultados hamtpkr sugerir que la asociacion de

STIM1 a microtubulos no es necesaria para la agtmade SOCE (Grigoriev et al.,
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2008). Otros autores han encontrado que el tratamide células HEK293 con
nocodazol, un inhibidor de la polimerizacién de noigbulos, inhibe SOCE (Smyth et
al., 2007), lo que sugiere que la asociacion eBfféM1 y microtibulos modula
positivamente SOCE. Posteriormente, Sampieri y eolsontraron que la disociacion de
STIM1 y EB1 es un requisito para la formacion ddtimeros de STIM1 y por tanto, la
activacion de ORAIL1 y SOCE (Sampieri et al., 2008 .este modo, los mecanismos que
inducen la disociacion del complejo STIM1-EB1, redda para la activacion de SOCE,
es desconocida aun. Asi, durante el desarrollstéggmbajo, fueron varias las evidencias
que nos llevaron a estudiar el papel de la fosfooh de STIM1 como posible
mecanismo que modula la asociacién dinamica erti1By EB1: (i) se ha sugerido
que el dominio Ser/Pro de STIM1 estd implicadoafolmacion de multimeros y por
tanto en la activacion de SOCE (Baba et al., 200)EB1 se une directamente a la
secuencia TRIP de STIM1, que esta localizada astdominio Ser/Pro (Honnappa et
al., 2009); (iii) la union de otras proteinas +TIRSEB1 es regulada mediante la
fosforilacion de residuos vecinos de la secuentialB (Kumar et al., 2009; Watanabe
et al., 2009); y (iv) STIM1 se fosforila en las pimidades de la secuencia S/TxIP, que

sirve de union a EB1 (Pozo-Guisado et al., 2010).

En este sentido nuestros resultados concuerdaprewios estudios, en los que
otras proteinas +TIPs, como son CLASPs (Kumar.e2@09), APC (Nathke, 2004) y
MCAK (Andrews et al., 2004), son fosforiladas esideos proximos a la secuencia
S/TxIP, regulando de este modo la interaccién camatdibulos. En todos los casos, al
igual que ocurre con STIM1, las secuencias quejflaan a S/TxXIP contienen numerosos
residuos basicos que permiten la unién a residadsBl, mientras que la fosforilacion
de residuos estaria afladiendo carga negativa tjoaikesia la disociacion de EB1. Este
trabajo presenta evidencias soélidas de que larftafion de STIM1 en los sitios diana
de ERK1/2 (Ser575, Ser608, Ser621) regula la disam entre STIM1 y EB1, paso
necesario para la activacion de SOCE. Por otrg lagestras conclusiones no descartan
la posibilidad de que otros sitios puedan serofdlafios para llevar a cabo otras
funciones, como ocurre con CLASPs, en la que pesratistintos de fosforilacion
determinan si las CLASPs se unen al extremo erngie@o de los microtdbulos o bien
si se asocian a lo largo de los mismos (Kumar.e2@09). Este podria ser el caso de
STIM1, ya que la fosforilacion en sitios diana dekd/2 disocia a la proteina EB1 y

promueve SOCE, mientras que, por el contrariopsdofilacion de otros residuos de
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STIM1 ha sido relacionada con la inhibicion de SC&EMitosis (Smyth et al., 2009).
Ademas, es posible que otras modificaciones padtitcionales de STIM1 tengan
alguna repercusion en el papel de la fosforiladérciertos residuos de STIM1 y por
tanto, modulen su funcion. Con esta considerad@modificacion de STIM1 en los
residuos Ser/Thr con N-acetilglucosamina (N-acegilicosilacion) atenua la
multimerizacion de STIM1 en cardiomiocitos neoregallevando a la inhibicion de
SOCE (Zhu-Mauldin et al., 2012). También estos@stdemostraron que el aumento de
N-acetil glicosilacion de STIM1 alteraba la fosfguéacion de STIM1, lo que sugiere

una relacion entre ambas modificaciones post-t@dnales.

Aungue en este trabajo hemos comprobado que EGiEerld disociacién entre
STIM1 y EB1, la fosforilaciéon de STIM1 es revergibtie modo que la desfosforilacion
de STIM1 estimula la nueva asociacién a EB1, pmcgs afecta a la entrada de’Ca
regulada por depdsitos intracelulares (Pozo-Guissdal., 2013). Esto significa que
existe un proceso ciclico de fosforilacién/desfakfoion de STIM1 que permite de
forma dinamica la liberacion y union a EB1. Parstaesi el transporte mediado por
microtubulos es el responsable de la localizac®®TIM1, Tsai y cols. expresaron un
mutante de STIM1 deficiente en la unién con EB1RY$TIM1-lle644Asn/Pro645Asn).
Los resultados mostraron que este mutante de Spidkkentaba una activacion de SOCE
similar a la presentada por la proteina silvesticando asi que el mutante mantiene su
habilidad completa para controlar la entrada d& Cksai et al., 2014). Sin embargo,
YFP-STIM1-lle644Asn/Pro645Asn fallé en su polarisaccelular durante la migracion,
sugiriendo asi el requerimiento del complejo STIERL en estado de reposo aunque no
para la activacion de SOCE. De este medqosible que STIM1 viaje unido a EB1 hasta
alcanzar una region de la célula con alta actividadRAS-RAF-MEK-ERK y una vez

fosforilado se disocie de EB1 para activar la efstrde C#'.

Los resultados mostrados en este trabajo poneradiéi@sto la importancia de la
inhibicion de la ruta RAS-RAF-MEK-ERK-STIM1 para hibir procesos celulares
relacionados con migracion de células tumoralesdBeque en 1997, Jang y cols.
publicaran que resveratrol (RES) inhibia carcinegén(Jang et al., 1997), se han llevado
a cabo numerosos estudios en los que se admirRiSRES con el fin de estudiar la
reduccion del crecimiento de tumores utilizanderdites modelos animales (Asensi et
al., 2002; Marier et al.,, 2002; Meng et al., 200Aemas, los estilbenos se han

considerado como anticancerigenos desde que seecaue pueden inhibir SOCE
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(Dobrydneva et al., 2003). Sin embargo, el mecamismlecular de la inhibicion de
SOCE mediado por RES no esta claro, lo que hacesago localizar las dianas
moleculares de esta inhibicidn, asi como conceetarso terapéutico.

En este trabajo hemos contribuido al andlisis detanismo molecular de
inhibicion de SOCE. Nuestros resultados muestranRJtS inhibe SOCE con unasiC
proxima a 1QuM en células HEK293. Ademas, hemos observado gaerdsbicion no
es debida a que RES bloquee directamente el canala la inhibicion de la cascada de
sefalizacion celular responsable de la fosforitactie STIM1. Los experimentos
realizados con mutantes de STIM1 indican que lfidgcion de STIM1 en los residuos
diana de ERK1/2 (Ser575, Ser608 y Ser621) es neggsara activar SOCE y que la
fosforilacion de estos residuos es inhibida por REsFa inhibicion podria ser debida a la
inhibicion directa de ERK1/2 por RES, pero no descaos la posibilidad de que RES
actle sobre quinasas que activen ERK1/2, como lyaingerido otros autores (Delmas
et al., 2006). De este modo, el hecho de que RESara activacion de ERK1/2 y la
fosforilacién de STIM1 explica la inhibicion enéatrada de Caen presencia de RES.
Estos datos han sido corroborados tras observaREGeno inhibe movilizacion de &€a
en células que sobre-expresan el mutante STIM1ESBR8E/S621E. Por otro lado,
hemos mostrado que, ademas de inhibir SOCE, RESidarmhibe la multimerizaciéon
de STIM1, la disociacion de EB1 y la interaccionSI@M1 a ORAIL, mientras que la
actividad del mutante STIM1-S575E/S608E/S621E neesafectado por RES. Estos
resultados pueden dar explicacion a la inhibiciédadmigracion celular observada por
otros autores en células tratadas con RES (Kunbaitz 2011), al igual que la inhibicién
de la TEM en distintos tipos celular tratados c&8RJi et al., 2015; Li et al., 2013).

Se ha mostrado que RES altera muchas dianas maiesyl que ademas tiene un
efecto dosis-dependiente (revisado por (Mukherjesd.£2010)). En este sentido se ha
observado que RES activa la ruta PI3K a concewinasi préximas a 1J0M en células
MCF-7, mientras que presenta inhibicion de la M8KRe inhibicion de la proliferacion
celular a concentraciones superiores auBD(Pozo-Guisado, 2004). El efecto de RES
sobre la fisiologia de la célula es probable queedda del tipo celular, pero es posible
que la inhibicién de SOCE por RES afecte principgalta a aquellos tipos celulares que

son fuertemente dependientes de la entrada tfe Ca
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Por otro lado, se ha mostrado que RES promuevaréaa del ciclo celular en la
fase S en diferentes lineas celulares, incluyerdolas de cancer de mama (Pozo-
Guisado et al., 2002) mientras que el bloqueanteadales de G4 SKF96365 produce
una parada en fase G2/M (Nordstrom et al., 1992 Efecto diferente entre RES y
SKF96365 podria explicarse por el hecho de que RE&NAas de inhibir la entrada de
C&*, presente muchas otras dianas celulares.

En resumen, hemos descrito que la fosforilagidrivode STIM1 en las Ser575,
Ser608 y Ser621 se encuentra mediada por la aafivite ERK1/2 y que esta
fosforilacion puede ser inducida tanto por Tg cqruoestimulos mas fisioldgicos como
EGF. Ademas, hemos puesto de manifiesto que larflagfion de STIM1 regula su
multimerizacion, disociacion de EB1, interacciom €@RAIL y la activacion de SOCE.
Del mismo modo hemos mostrado que la fosforiladénSTIM1 media la migracion
celular y la TEM inducida por EGF en células emtes de endometrio. Asimismo,
hemos mostrado que la activacion de STIM1 se vguiglada tras inhibir la fosforilacién
de los residuos dianas de ERK1/2 con RES o treslee-expresion del mutante STIM1-
S575A/S608A/S621A. Ademas, este trabajo pone pongpa vez de manifiesto que
STIM1 es un efector de la ruta de sefalizacion RA$MEK-ERK lo que sugiere un
papel relevante de la fosforilacion de STIM1 conusiple diana terapéutica en el

tratamiento frente al cancer.
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Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo han sido:

1.- El vaciado de los depositos intracelulares ¢ {Dduce la fosforilacion de
STIM1 en los residuos Ser575, Ser608 y Ser621,dsieBRK1/2 las quinasas
responsables de dicha fosforilacion.

2.- La activacion de STIM1 por fosforilacion estiada multimerizacion de
STIM1, la disociacion de EB1, la interaccion corcahal ORAIL y el influjo de C&

desde el medio extracelular hacia el interior eglul

3.- La fosforilacién de STIM1 en los residuos dialesERK1/2 es detectada tanto
con un tratamiento con tapsigargina, un inhibidedad SERCA, como con el factor de

crecimiento epidérmico EGF.

4.- La activacion de la ruta Ras-Raf-MEK-ERK, ya sgediante EGF, o con una
version constitutivamente activa de Ras (H-RasGl@&¢)jimula la fosforilacion de
STIM1 en ausencia de &aextracelular, por lo que la fosforilacion de STINM$
independiente del influjo de Eadesde el medio extracelular.

5.- La fosforilacién de STIML1 en los sitios diareaERK1/2 estimula la migracion
de células de adenocarcinoma endometrial inductdaBgF. Del mismo modo, la

fosforilacion de STIML1 regula la transicion epiteinesénquima estimulada por EGF.

6.- El resveratrol inhibe el influjo de €atras el vaciado de depdsitos
intracelulares inducido por tapsigargina en celtH&&293. Ademas, esta inhibicion es
debida, al menos parcialmente, a la inhibicioradesforilacion de STIM1 en sitios diana

de ERK1/2 mediada resveratrol.

7.- El resveratrol inhibe la multimerizacibn de Bl estimulada por
tapsigargina, asi como la disociacion de EB1 gtieraccion con ORAIL. Estos resultados
sugieren que el resveratrol, como inhibidor de SO&&E un potencial inhibidor de

migracion cenuidr ¥ ac' ra'mdisicron epieditelio-meapdima en células tumorales.
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Materiales y Métodos

1. CULTIVOS CELULARES

1.1 Cultivo de las lineas celulares.

En este estudio se ha empleado las linea celulari@mria HEK293 (Human
Embryonic Kidney cells) transfectada de forma dstabn plasmidos que contienen la
informacion necesaria para la expresion de la prat€TIM1 (NP_033313) de ratén
(Mus musculus También se ha empleado la linea celular Ishikastablecida de un
adenocarcinoma endometrial procedente de una nugeB9 afos, obtenida de la
European Collection of Cell Cultures (ECACC).

Para expandir los cultivos o para sembrar las a€lalla densidad requerida en
los experimentos se parte de monocapas de céld@98% de confluencia. Tras aspirar
el medio de cultivo, las células adheridas a laglse lavan con PBY se incuban en
una solucién de tripsiRa(invitrogen) durante 3 minutos a 37°C. A contindacse
inactiva la tripsina por adicién de 3 volimenes de medio suplemetagotoma una
alicuota de la suspension celular obtenida y setaws nimero de células utilizando una
camara Neubauer. Posteriormente se siembra el migmm@ro de células para cada
condicion experimental y se mantienen en atmosfergre humidificado con 5% G@
37°C, de tal manera que los cultivos alcancen onfiueencia aproximada del 70-80%

en el momento de llevar a cabo los experimentos.

1.2 Tratamientos de las lineas celulares.

Las células se siembran y se mantienen en cultivante 24-48 horas hasta
conseguir una confluencia del 70-80%. Transcureste tiempo y 8-12 horas antes de la
realizacion del experimento, el medio de cultivessstituye por medio libre de suéro

con el fin de mantener las células con un nivehbaes estimulacion.

1 PBS NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, N&iPQ; 4.3 mM, KHPQO; 1.5 mM, pH 7.4.

2 Solucion de tripsina tripsina 0.05% (p/v), EDTA 5 mM.

3 Medio de cultivo suplementadoDulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-MEM) suplentado con
10% (v/v) de suero fetal bovino (en el caso delaslHEK293) o 5% (v/v) de suero fetal bovino (en el
caso de células Ishikawa), L-glutamina 2 mM, pdin@il00 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml.

4 Medio libre de suero:DMEM, suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilit@0 U/ml y
estreptomicina 100 pg/ml.
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El tratamiento de las células con resveratrol o H@Etor de crecimiento
epidérmico) se lleva a cabo en HBSS libre d& Edurante 10-20 minutos a 37°C. Tanto
el resveratrol como el EGF se mantienen a -80°C akouotas individuales,

manteniéndolas un maximo de 6 meses tras su poafrara

1.3 Expresion de STIM1 en lineas celulares de HEK293 dmodo estable e

inducible.

Las lineas celulares HEK293 Flp-In T-Rex que exameslag-STIM1 o STIM1-
GFP generadas en nuestro laboratorio (Pozo-Guisadd., 2010) son resistentes a
higromicina B (10Qug/ml) y a blasticidina (1%g/ml). Por ello para mantener el DNA
de STIM1 integrado en el genoma de las célulagiadem estos antibiéticos al medio de
cultivo. Para inducir la expresion de STIM1 (FlagH81 o STIM1-GFP) los cultivos se
tratan con doxiciclina (Jug/ml) durante un méximo de 24-36 horas previas a la

realizaciéon de los experimentos.

Las lineas celulares transfectadas de modo establ8TIM1 se obtuvieron por
clonacion del cDNA de Stim1 de raton (NM_009287)uenvector pcDNA5-FRT/TO
(Invitrogen) con el péptido FLAG @N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-COOH)
en el extremo N-terminal 6 con GFP (Green Fluoms&rotein) en el extremo C-
terminal. Se requieren tres pasos para la expresstable de proteinas mediante el
sistema Flp-In T-REXx: (1) integracion independiesitedos plasmidos en el genoma de
las células HEK293, un plasmido con un sitio dednnjFRT) para la recombinasa
(Figura 57a)y un plasmido que expresa un represor de TetrdefoonstitutivgFigura
57b); (2) integraciéon de un vector que contiene el gennderés bajo un promotor
inducible por doxiciclingFigura 57c), mediada por la recombinasa-Flp en el sitio FRT,;
(3) induccion de la expresion del gen de interésapaion de doxiciclingFigura 58).

5HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) libre de C#(Life Technologies)NaCl 138 mM, KCI 5.3
mM, NaHPQO, 0.34 mM, KHPQ, 0.44 mM, NaHC®@4.17 mM, MgC}2.2 mM, EGTA 0.1 mM, D-
glucosa 5.56 mM (pH 7.4) de Life Technologies.
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pcDNAG/TR®
6662 bp
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Figura 57: Obtencion de las lineas FI-In T-REx. (A) Plasmido pFRT/lacZeo que contiene un sitio FRT
unién de la recombinasa y un gen de resisteno@eirza.(B) Plasmido pcDNAG/TR® que expresa el repr
Tet de forma constitutiva y tiene un gen de res@te a blasticidina.(C) integracién delplasmidc
pcDNA5/FRT/TO® que contiene el gen de interés. Limgracion de este plasmido confiere a las cé

resistencia a blasticidina y sensibilidad a zeodimaexpresion del gen de interés esta reprimidaprepresc
Tet.

Las células Flp-In T-REx HEK293 fueron transfeciadan una mezcla que
contenia el cDNA de STIM1 en el vector pcDNAS/FRO/V el cDNA de la enzima
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recombinasa en el vector pOG44 en una proporcidf) (§ usando para ello
polietilenimina. Tras 48 horas, el medio se canpmd un medio suplementado con
higromicina B (100ug/ml) y blasticidina (15ug/ml) para seleccionar las células
transfectadas de forma estable. La expresion deG-FEAIM1 o STIM1-GFP se
determind mediante western blot o mediante micqscode fluorescencia
respectivamente. Mediante esta técnica se gendraeas celulares que expresan STIM1
(wild type), STIM1 mutado SesAla, o STIM1 mutado SepGlu. Los residuos de
STIM1 mutados fueron las serina 575, serina 60&nna 621. Las mutaciones se

confirmaron con la posterior secuenciacion del Dd¢Admico de estas lineas celulares.

Pouv TetR
N i N Figura 58: Expresion de gen de interé:
%:;j . por adicion de doxiciclina. La protein
— hpuifty \pee represora Tet (TetR) es expresada p
plasmido pcDNAG/TR® en las células Flp

. In T-REx. Homodimeros de TetR se une

T {_;,_-.::' = la secuencia Tet operador (ZetO2) de
Ty NS vector pcDNA5S/FRTTO®© reprimiendo |
I’ transcripcion del gen de interés. Tras

adicion de doxiciclina, ésta se une a
homodimeros de TetR provocando
cambio conformacional en el TetR que
libera de la secuencia operadoygermite
la expresion del gen de interés.

1 + tet (&)
A &

A 4 A

N T
Bt sgodt "fﬁl hﬁﬁ}

!
- | = AE

TATA TatO; Totl, gene of interest

. Exprassion Do o seed

1.4 Transfeccion transitoria de las lineas celulares.

Para la transfeccién transitoria de los plasmididigados en este trabajo las lineas
celulares se siembran entre 6-8 horas antes tenksféccion del plasmido de interés. En
la Tabla | (Anexo 1) se muestra la relacion de plasmidos utilizadossta estudio. El
vehiculo de transfeccion utilizado en este tralfag polietilenimina (PEI), polimero
cationico que mantiene su estructura estable aigbldgico, lo que le confiere gran
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afinidad por el DNA y alta eficacia en el process tdansfeccion. La solucion de
transfeccion utilizada para cada placa de 10 cuai@eetro contiene 1-2 ug de DNA y
10-20 pg/ml de PEI en 1 ml de DMEM. La soluciénpgaiada se mezcla con vortex
durante 10-15 segundos y se deja 20 minutos a tatnpe ambiente para facilitar la
union del DNA al polimero. Transcurrido este tiempe afiade la solucion de
transfeccion, gota a gota, a la placa de cultiewaPermitir la expresiéon del plasmido,
las células se mantienen en atmdsfera de aire ffizcadh con 5% C@a 37°C durante

24-36 horas antes de la realizacion de los expatose

2. PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES Y WESTERN BLOT.

2.1 Preparacion de extractos celulares.

Los extractos proteicos se obtienen a partir dévosl celulares (HEK293 o
Ishikawa) sembrados en placas de 10 cm de diankesaélulas tratadas con el estimulo
adecuado se lavan con PBS&e les afiade 1 ml de tampodn de lisis para ez @cbteicos
totale$ y se sonican para completar la lisis celular. Aticmacion se clarifica el lisado
centrifugando a 20.000 rcf durante 15 minutos ay1%€ recoge el sobrenadante. Todo

el proceso de obtencién de extractos se realifden

2.2 Medida de concentracion de proteina.

La concentracion de proteina de los extractos s&rdma mediante el método
colorimétrico de Bradforg utilizando la albiimina de suero bovino (BSA) cosstandar.
La concentracion de proteina se determina midiémebsorbancia de las muestras a 595
nm e interpolando los valores obtenidos en unaneatron construida con cantidades
conocidas de BSA (1-6 ug).

2.3 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes yainsferencia a membranas

de nitrocelulosa.

6 Tampon de lisis para extractos proteicos totalesiris-HCI 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, EGTA 1
mM, fluoruro sédico 50 mM, pirofosfato sédico 5 mttovanadato sédico 1 mM, 1% Nonidet P-40,
sacarosa 270 mM, DTT 1 mM, benzamidina 1 mM y PNSFmM.

7 Bradford: Coomassie (Bradford) protein assay de Thermo Sfieent
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Para la realizacion de las electroforesis de prateén geles desnaturalizantes de
poliacrilamida se ha utilizado el sistema de tamgi&eontinuo descrito por Laemmli
(Laemmli, 1970). Entre 20-40 pug de extractos pcoteitotales se mezclan con un
volumen adecuado de tampon de cggae incuban a 90°C durante 5 minutos para su
completa desnaturalizacion. A continuacion se semiats proteinas a electroforesis en
geles de poliacrilamida y en condiciones desnananaties en presencia del detergente
ibnico SDS, de manera que las proteinas se separan en ehdahcion de su peso
molecular. Dependiendo del peso molecular de lgefita en estudio se emplean geles

de poliacrilamida de entre el 6-12%.

Una vez realizada la electroforesis, las protepmasentes en el gel se transfieren
a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratones) aplicacion de un campo
eléctrico en una cubeta que contiene una soluadradsferencid. La transferencia se

realiza a 40 V durante 3-4 horas y a 4°C.

2.4 Inmunodeteccion.

Tras la transferencia, las proteinas son tefidaglotolorante reversible Ponceau
S, lo que permite comprobar la eficiencia de lagfarencia, asi como la homogeneidad
de la carga en las diferentes muestras. Para lanodeteccion de proteinas las
membranas de nitrocelulosa se bloquean duranterd dédemperatura ambiente en
solucion de bloqueo para westétat'? y se incuban con el correspondiente anticuerpo
primario empleando la concentracion y condiciomeicadas en laabla Il (Anexo ).
Tras lavar las membranas con TBS;Tse incuban con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado con la enzima peroxidasabano (HRP), a una dilucion
1:20.000 y en solucion de blogdéoTras 60 minutos de incubacion con el anticuerpo
secundario a temperatura ambiente, se lava euengic no unido de forma especifica a
la membrana con TBS!. Tras un lavado final de 5 minutos en #8Se incuban las
membranas con el sustrato quimioluminiscente SugeaS West Dura (Thermo

Scientific) durante 3 minutos a temperatura ambieDichas membranas se exponen a

8 Tampon de carga:LDS (4x) de Nu-PAGE suplementado con DTT 40 mM.

® Tampon de electroforesisTris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1% (p/v).

10 Tampdn de transferencia Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20% (v/v).

1 Ponceau Sponceau S 0.5% (p/v), acido acético 5% (V/v).

12 Solucion de blogueoleche desnatada en polvo al 10% (p/v) disueltaB®-Tween 20 al 0.2%.
13TBS-T: Tris-HCI 50 mM pH7.5, NaCl 75 mM, Tween-20 0.2%v{v

14 TBS: Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCr5 mM.
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peliculas fotograficas. A continuacion se revelas Ipeliculas y las bandas
correspondientes a las proteinas inmunorreactigasbservan alli donde ha habido

emision de luminiscencia.

Algunas membranas de nitrocelulosa se utilizan lgadateccion de una segunda
proteina y para ello se lavan las membranas cont“Tl&S la deteccion de la primera
proteina y se incuban con tampon de la¥adorante 15 minutos a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo se retira el tampon de lavagdavan nuevamente las membranas
en TBS-T2 durante 1-2 horas. A continuacion se bloqueammasibranas durante 60

minutos y se incuban con el siguiente anticuerprespondiente.

Tras escanear las peliculas, las bandas detegbadaguimioluminiscencia se

cuantifican utilizando el software ImageJ.

3. PRECIPITACION DE PROTEINAS.

3.1 Precipitacion de proteinas que presentan el tag GEP

Las proteinas sobrexpresadas y unidas a GFP d&qura partir de extractos
celulares totales. Las lineas celulares se siendrgatacas de 10 cm de diametro, y tras
el tratamiento correspondiente se lisan siguiehgooéocolo que se detalla en el apartado
2.1y2.2.

Entre 3-6 mg de extractos celulares totales, acanaentracion de 2 mg/ml, son
empleados en cada ensayo y se les afiade 5-10 nekida GFP-Trap® equilibrada
previamente con TB4 Las muestras se incuban durante 1 hora a 4°C tacido para
facilitar la union de la resina de GFP-Trap a latg@ina STIM1-GFP. Transcurrido este
tiempo la resina de agarosa se lava con tampdaishegue contiene NaCl 0.5 M cuando
STIM1-GFP es el objeto de estudio y NaCl 0.15 Mapamsayos de co-precipitacion de
otras proteinas con STIM1-GFP. A continuacién, pEnainar el exceso de NaCl y
detergente contenido en el tampo6n de lavado seléavasina con buffer & Tras
centrifugar las resinas de agarosa a 1.400 rcfredimos el sobrenadante, afiadimos a las

resinas de agarosa 15 pl de tampon de elticjoposteriormente calentamos la muestra

15 Tampdn de lavado:Restore™ Western Blot Stripping Buffer de Thernetestific.
16 Buffer A: Tris-HCI 50 mM, EGTA 0.1 mM, pH 7.5.
17 Tampon de elucién NUPAGE-LDS sample buffer 2g8;mercaptoetanol 12.5% (v/v).
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a 70°C durante 10 minutos para conseguir la comgiegnaturalizacion de las proteinas

precipitadas.

Tras centrifugar a 1.400 rcf durante 5 minutos pasael eluido por columnas
SpinX® para descartar las resinas de agarosa.nfrénét las muestras estan listas para
deteccion por inmunoblot (véase apartado 2.3 y 2.4)

3.2 Co-inmunoprecipitacion de EB1-STIML1.

EB1 enddgeno se purifica mediante inmunoprecigitacy utilizando un
anticuerpo especifico frenteEB1 unido de modo covalente a resinas de proteina G
sefarosa. Para ello se lisan las células siguiehgmtocolo que se detalla en el apartado
2.1y 2.2. Para purificar EB1 endogeno se inculmagldel lisado celular con 5 ul de
anticuerpo anti-EB1 unido de modo covalente a prat&-sefarosa. Tras 16 horas de
incubacién con agitacion y a 4°C, se lava la redmagarosa dos veces con tampén de
lisis®, que contiene NaCl 0.15 M y un lavado mas conedouf®. A continuacion
precipitamos el complejo mediante centrifugacioh.400 rcf y eluimos las proteinas
inmunoprecipitadas afiadiendo 15 pl de tampoén dedéefdy calentando la muestra a
70°C durante 10 minutos. Finalmente las muestréén distas para deteccion por

inmunoblot (véase apartado 2.3y 2.4)

3.2.1 Union covalente del anticuerpo a la resina de proiea G-sefarosa.

La proteina G-sefarosa, previamente equilibradaPB$, se incuba con el
anticuerpo anti-EB1 (en un ratio 1 pg: 1 pl) en PBE°C y con agitacion durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo obtenemos el tgmpproteina G-sefarosa:

anticuerpo anti-EB1 unido de forma no covalente.

Para conseguir la unidon covalente de la proteis&f@osa y el anticuerpo anti-
EB1, se incuba este complejo en borato sédico 0.pH9.3 y 20 mM DMP
(dihidrocloruro de dimetil pimelimidato) durantehbra, a 4°C y con agitacion, para
ayudar a estabilizar la unién entre ambas proteP@asteriormente se lava la resina con
glicina 50 mM (pH 2.5) para eliminar el anticuequeée no se ha unido de modo covalente
a la proteina G-sefarosa. Por ultimo, se neutralizzomplejo incubando con Tris-HCI
0.2 M (pH 8.0) durante 2 horas a temperatura anigrcon agitacion. Las resinas se
lavan 3 veces con PBS antes de su uso.
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4. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE CALCIO LIBRE
INTRACELULAR

Para determinar la concentracion dé*diare intracelular ([C&]i) se ha seguido
el método descrito en (Martin-Romero et al., 2088)pleando fura-2 como sonda
fluorescente sensible a €aFura-2 presenta un espectro de excitacion comdagmos
situados a 340 y 380 nnfigura 59). El primero de ellos permite monitorizar la
concentracion del complejo fura 24amientras que el segundo corresponde al fura 2
libre. A 360 nm presenta un punto isosbéstico geeutiliza para determinar la

fluorescencia independiente de?Ca para determinar la extincion de fluorescencia.

Em = 510 nm

9.8 pM free Ca®

Fluorescence excitation

T T T
250 300 350 400 450
Wavelength (nm)

Figura 59: Espectro de excitacion del fura 2-AM La gréafica representa el espectro de excitac®nadsonda
fluorescente fura 2-AM en presencia de concentnasiade CH saturantes (38.9 uM), y concentraciones que se
encuentran dentro del intervalo de deteccién can2u0.017-1.70 uM, para una longitud de ondandisién de 510
nm.

El espectro de emision de este indicador presentamico maximo situado a 510
nm. La constante de disociacion (Kd), pard'@s de 225 nM, lo que hace a esta sonda
especialmente adecuada para determinar los valer&€3" desde 20-30 nM hasta 1-2
UM (Thomas and Delaville, 1991).

Debido a que el fura 2 es un anion policarboxilatoatraviesa la bicapa lipidica,
por lo que la forma mas conveniente de cargariedteador en la célula es mediante
dispersion del acetoximetiléster (AM) del indicad&os grupos carboxilicos del
indicador son esenciales para que éste sea semsiB&', por lo tanto los grupos
esterificados a los mismos deben ser eliminadosyengue el indicador ha penetrado en
la célula. Esta accion es llevada a cabo por lasasss intracelulares, capaces de liberar
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la forma policarboxilato sensible a TaUn problema importante de los acetoxi-
metilésteres de los indicadores es su baja salablien soluciones acuosas. Por ello, para
que la carga del fura-2AM sea efectiva se necesatigzarla junto con pluronic F-127, un

surfactante no iénico que facilita la dispersioriagemismos.

4.1 Carga con fura 2-AM en cultivos celulares.

Para realizar la medida de la fQacon fura-2AM se procede en primer lugar a
la carga del mismo en la célula. Para ello se iacuas células con fura-2AM 1 uM y
pluronic 0.0125 % en medio de cultivo durante laleB7°C. Transcurrido este tiempo

se lavan las células con HBSS&se lleva a cabo la medida de los valores dedio@ncia.

4.2 Medida de los valores de fluorescencia.

Para determinar la fluorescencia de la sonda émezior de las células se ha
utilizado un microscopio invertido Nikon TE2000-UEl registro de emision de
fluorescencia consta de tres registros simultanébsel registro de la emision de
fluorescencia utilizando una excitacion de 34QdjF(2) utilizando una excitacion de 380
nm (Fzso) Yy (3) el registro del cociente (ratio de fluomscia, R = k4o / Fsso) entre la
emision de fluorescencia con una longitud de oredexttitacion de 340 nm y la emision
de fluorescencia con una longitud de onda de 380 Twdas las medidas fueron
realizadas a 35°C (controlador de la temperatur@24B de Warner Instruments, Inc.).
Las imagenes se obtienen con los filtros de exéna@40 y 380 nm, un espejo dicroico
de 510 nm y un filtro de emision de 520 nm (Semydcis imagenes son obtenidas con
una camara CCD Hamamatsu C9100-02 acoplada al snapm de fluorescencia

invertido y analizadas con el software Metafluor®.

4.3 Calibraciéon de la medida.

El cociente BsdFsso, que hemos denominado R, puede ser utilizado para
determinar la concentracion de®Chbre intracelular. La ecuacion que relaciona R co

la [C&"]; es la siguiente:
[Ca2+]i = Kd x (R — Rnin) / (Rmax—R ) XB,

Donde R es el cociente de la fluorescenciao(Fso). Rmaxy Rmin SON l0s valores
de R bajo condiciones saturantes y libres ¢, Gaspectivamente, [y es el cociente de
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los valores de fluorescencia a 380 nm registradosandiciones de Galibre y

saturantes.

4.4 Activacion de la entrada de C&" mediante canales SOC.

Para inducir la apertura de los canales dé* @agulados por depositos
intracelulares (canales SOC), se emplea tapsiga(d@ig), un inhibidor especifico de la
C&*-ATPasa del reticulo sarco(endo)plasmatico (SERC}on et al., 1991; Thastrup
et al., 1990). La deplecion de los depositos ieftdares se determina incubando las
células durante 6-8 minutos con Tg 1 uM en tampBB$llibre de C& °. La activacion
de canales SOC se confirma por el incremento iel IFato /Fsso tras la adicion de Cagl
2 mM al medio extracelular en presencia de Tg.

5. ANALISIS DE LA MULTIMERIZACION DE STIML1.

Para estudiar la multimerizacion de STIM1, trasvatiado de depositos
intracelulares, se expres6é STIM1-GFP en la lindalasxeHEK293 Flp-In T-Rex y se
analizé la localizacion celular de STIM1-GFP poiflaprescencia. Las células que
expresan STIM1-GFP se someten a distintos tratdosieturante 3 minutos en HBSS
libre de C&" °y se fijan en paraformaldehido 4% durante 10 roga temperatura
ambiente. Una vez fijadas, las células se lavarP&®, agua y finalmente se montan en

portaobjetos con medio Hydromount® (National Diagjits).

Para observar la multimerizacion de STIM1-GFP pmwilieorescencia se utiliza
un microscopio invertido Nikon TE2000-U equipada étiros de excitacion de 465-495
nm, dicroico de 505 nm y de emision de 515-555 @®n{rock). Las imagenes se
obtienen con una camara CCD Hamamatsu C9100-02aaeo@l microscopio de

fluorescencia invertido y analizadas con el sofendetafluor®.

6. ANALISIS DEL CICLO CELULAR.

En este trabajo hemos empleado citometria defluja cuantificar la distribucion
de las células a lo largo del ciclo celular, ashcda proporcion de células apoptoticas.
Una vez realizados los tratamientos correspondiesteseparan las células de las placas
de cultivo por adicion de tripsifase lavan en PBS se fijan a 4°C en una solucion de
etanol al 70% (v/v). Antes de su analisis las e&lgle incuban con 10 pg/ml de RNasa a

37°C durante 30 minutos y se tifie el DNA con 50migle yoduro de propidio a
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temperatura ambiente durante 15 minutos y en akmlrEl contenido total de DNA por
célula se determina empleando un citometro de ytomics FC500 de Beckman
Coulter. Para el analisis de distribucion en el ciclo celuke considera la sefal

procedente de células individuales (se contard@0DOcélulas por muestra).

7. INMUNOLOCALIZACION.

7.1 Inmunolocalizacion.

Para analizar la expresion y localizacion de cepieoteinas, las células se
siembran en cubreobjetos de vidrio de 18 mm de eli@nse tratan y se fijan en
parafolmaldehido al 4% durante 10 minutos a tenmiperambiente. Tras dos lavados de
10 minutos con PBSlas membranas célulares se permeabilizan con+B2% de
Triton X-100 durante 10 minutos para permitir eb@ale los anticuerpos al interior
celular. Para el bloqueo de los epitopos inespesifias células se incuban durante 30
minutos con la solucién de bloqueo para inmunoipaeion'® a temperatura ambiente y
en agitacion. A continuacion se afiade el anticueguecifico diluido en solucion de
bloqued?® (las concentraciones utilizadas se muestran €al&a 11) y se incuba durante
toda la noche a 4°C en una cdmara humeda. Despuiggat el anticuerpo primario con
solucion de lavado para inmunolocalizaéforse afiade el anticuerpo secundario anti-
mouse IgG marcado con Alexa Fluor-488 diluido 1:%00 solucion de bloquéd
Finalmente se lavan las células con BBfua, y finalmente se montan los cubres con

medio Hydromount® (National Diagnostics).

Para observar el fluoréforo Alexa Fluor-488 deli@mgrpo secundario por
epifluorescencia se utiliza un microscopio invertidikon TE2000-U equipado con
filtros de excitacion de 465-495 nm, dicroico dé 50n y de emision de 515-555 nm
(Semrock). Las imagenes se obtienen con una ca@@fa Hamamatsu C9100-02
acoplada al microscopio de fluorescencia inverdson analizadas con el software
Metafluor®.

18 Solucion de bloqueo para inmunolocalizaciar8% (v/v) gelatina de piel de pez (de Sigma) en
solucién de lavado para inmunolocalizacion.
19 Solucién de lavado para inmunolocalizacionPBS-Tween 0.2% (v/v), pH 7.4.
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7.2 Tincion de la cromatina nuclear con Hoechst 33342.

La tincidn de la cromatina nuclear se lleva a cainpleando Hoechst 33342, un
colorante fluorescente que se excita con luz utiteta (alrededor de 350 nm) y que
emite en azul/cian con un maximo en 461 nm. Unargalizados los tratamientos, los
cultivos se lavan con PBS se fijan con paraformaldehido al 4% durante 1futos a
temperatura ambiente. A continuacion se incubanHmethst 33342 0.2 pug/ml durante
5 minutos en oscuridad. Para eliminar el excesblakxhst 33342 las células se lavan

con PBS, agua y finalmente se montan con medio Hydromo{N&ional Diagnostics).

8. ENSAYO DE CIERRE DE HERIDA EN PLACA.

La linea celular Ishikawa se siembra en placa den@bde didmetro, con una
densidad celular de 100.000 células por placa.sEtaridas unas 6-8 horas se transfectan
las células para la expresion de Flag-STIM1. Lasla® se dejan en atmosfera himeda
con 5% de C@y 37°C durante 16-18 horas para permitir la expnedel vector.

Cuando las células alcanzan una densidad del 80(20%oras tras la siembra),
se rasga la monocapa de células con ayuda de ategripipetax( 500 um de ancho).
Tras un lavado con PB$ara arrastrar las células en suspension desgeende la
monocapa se afiade EGF 10 ng/ml y se realiza ungrédta de la herida tomandola como
tiempo 0. Las células se dejan en cultivo 24 hpaas el cierre de la herida y se fotografia
de nuevo (tiempo 24h). Las imagenes son obtenidasi@oscopio de contraste de fase
con una camara Nikon Digital Sight DS-U2 acoplabdan&roscopio invertido Nikon
TE2000-U y utilizando el software Nis-Elements-Brd&cuantificar el sellamiento de la
herida se calcula el area del cierre de la hermaayuda del software ImageJ. Cada
experimento se realiza por triplicado en cada ayadiexperimental y se analizan una

media de cuatro fotografias por condicion.

Una vez realizada las fotografias del sellamiemt¢tacherida, las placas se lisan
(300 pl de tampdn de liSipor placa) para poder comprobar mediante westetiMéase

apartado 2) la expresion de la proteina STIM1 daddas muestras.
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ANEXOS






Tabla I. Relacién de plasmidos utilizados en este estudio.

Anexos

" ‘ PLASMIDO ENZIMAS DE
NOMBRE DEL PLASMIDO PROTEINA ESPECIE GENBANK PARENTAL RESTRICCION
EB1-pEGFP EB1-GFP Mouse NM_007896 pPEGFP-N1 Xhol/Sacll
pCMV-HA-ORAI1 HA-ORAI1 Human NM_032790 pCMV-HA-1 BamHI/Notl
pcDNA3.1-RAS-G12V RAS-G12V Human NM_001130442.1 P01112 pcDNA3.1
pCMV-Flag-STIM1 Flag-STIM1-WT Mouse NM_009287 pCMV-Flag-1 BamHI/Notl
pCMV-Flag-STIM1- i i i i
S575A/SB08A/SE21A Flag-STIM1-3A Mouse NM_009287 pCMV-Flag-1 BamHI/Notl
pCMV-Flag-STIM1- i i i i
S575E/S608E/S621E Flag-STIM1-3E Mouse NM_009287 pCMV-Flag-1 BamHI/Notl
pcDNAS5/FRT/TO-Flag-STIM1- i i i
1644N/PB45N Flag-STIM1-TRNN Mouse NM_009287 pcDNA5/FRT/TO-Flag
STIM1-pmCherry STIM1-Cherry Mouse NM_009287 pmCherry-N1 Xhol/BamH|
s;léﬂhléﬁ)??SA/SGOSA/SGZlA' STIM1-3A-Cherry Mouse NM_009287 pmCherry-N1 Xhol/BamHI
S;'g'hle‘rsrjmﬂ S608E/S621E- | gri\1.3E-Cherry Mouse NM_009287 pmCherry-N1 Xhol/BamHI
sr'lT;I(I\:/Ihle-:?;4N/P645N- STIM1-TRNN-Cherry Mouse NM_009287 pmCherry-N1 Xhol/BamHI
pCMV-Tag-3B-STIM1-GFP Myc-STIM1-WT-GFP Mouse NM_009287 pCMV-Tag-3B BamHI/Xhol
pCMV-Tag-3B-STIM1- i aA. .
SE575A/SB08A/SE21A-GEP Myc-STIM1-3A-GFP Mouse NM_009287 pCMV-Tag-3B BamHI/Xhol
pCMV-Tag-3B-STIM1- i aE. e
S575E/SB08E/S621E-GEP Myc-STIM1-3E-GFP Mouse NM_009287 pCMV-Tag-3B BamHI/Xhol
pCMV-Tag-3B-STIM1- i i i .
1644N/P6A5N-GEP Myc-STIM1-TRNN-GFP | Mouse NM_009287 pCMV-Tag-3B BamHI/Xhol
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Tabla Il. Relacién de anticuerpos utilizados en este estudio.

Anexos

ANTICUERPO HOSPEDADOR MARCA COMERCIAL USO |CONCENTRA CION INCUBACION
EB1 Mouse BD Transduction Laboratories. IF 12.5pg/ml O/N —4°C
EB1 Rabbit Santa Cruz Biotechnologies, Inc. P 5ug : 1mg de lisado | O/N —4°C
E-Cadherina Mouse BD Transduction Laboratories YI\:/B 20532//:?:' ?A'\l_frﬁc
GAPDH Mouse AbCam wWB 0.4 pg/ml O/N —4°C
GFP Rabbit Cell Signalling Technology WB 1 pg/mi O/N — 4°C
HA Rabbit Sigma Aldrich WB
?E?ZSC?Zh/?FhrZM-ERKUZ Rabbit Cell Signalling Technology WB 1 pg/ml O/N —4°C
PhosphoSer575STIM1 | Sheep B'r:’l'\f’(';r’;tg’,f OsfigD’:f;‘]' dLr:”SdUC“O” Therapy. WB | 1ug/ml OIN — 4°C
PhosphoSer608STIML | Sheep B'r;’l'\fé‘r’;tgf OSfi%Tﬂ dLrS”SdUC“O” Therapy. WB | 1pg/m OIN — 4°C
PhosphoSer621STIM1 | Sheep B%'\fgﬁ;gf Signay Transduction Therapy. WB | 1ug/ml OIN — 4°C
STIM1 Rabbit ProSci Inc. WB 1 pg/mi OIN — 4°C
Total-ERK1/2 Rabbit Cell Signalling Technology WB 1 pg/ml O/N —4°C
Vimentina clon V9 Mouse Sigma Aldrich YI\:/B ;(;Jgglnrlnl %N_;_Z}:C

WB: Western blot.
IF: Inmunofluorescencia

IP: Inmunoprecipitacion

T.A.: Temperatura ambiente

O/N.: durante la noche
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