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citosdlico.

[Ca*],: Concentracion
extracelular de Ca*".

5HT: 5-hidroxitriptamina.

aa: Aminoacido.

AA: Acido araquiddnico.

ABP: Proteinas unidas a actina.
AC: Adenilato ciclasa.

ADP: Adenosina difosfato.
AMPc: Adenosina monofosfato
ciclico.

ASA: Aspirina.

ATP: Adenosina trifosfato.

BSA: Albumina de suero bovino.

BtK: Tirosina cinasa de Bruton.

Ca?": Calcio.

CAD: Dominio activador de los
canales CRAC.
CalDAG-GEF/RasGRP:  Factor
de intercambio de nucleétidos de
guanina regulado por Ca* vy
DAG.

CaM: Calmodulina.

CRAC: Corrientes activadas por
la liberacion de Ca?*.

CICR: Liberacion de Ca*

inducida por Ca*".

CIF: Factor del influjo de
Ca?.

CIRB: Dominio de union de
los TRPCs a IP;R y a
calmodulina.

CLCD: MBCD cargada de
colesterol.

CMD: Dominio modulador de
los canales CRAC.

COX: Cicloxigenasa.

COX-I: Cicloxigenasa I.
CRAC: Canales de Ca®
activados por la liberacion de

ca*

DAG: D-1,2-diacilglicerol.
Dominio K: Dominio rico en
lisinas.

DTT: Ditiotreitol.

ECC: Entrada capacitativa de
calcio.

EF-hand: Dominio de unién a
Ca*.

EGF: Factor de crecimiento
epidermal.

ENCC: Entrada no
capacitativa de Ca**.

EPs: Receptor de
prostaglandina I,.

EWKFAR: Dominio

caracteristico de los TRPs.



Abreviaturas

FAK: Cinasa de adhesion focal.
FcRy: Receptor Fc-y.

FDGF: Factor de crecimiento
derivado de la plaqueta.

FGF: Factor de crecimiento de
los fibroblastos.

FITC: Isotiocianato de

fluoresceina.

GMPc: Guanosina monofosfato
ciclica.
GP: Glicoproteina.

GTP: Guanosina trifosfato.

H*: Protones.

H*-ATPasa: Bomba de H'
vacuolar.

HBS: Tampon Hepes salino.
HEK293: Human  Embryonic
Kidney 293 Cells.

HRP: Peroxidasa de rabano

picante.

ICAM-2: Molécula de adhesion
intracelular 2.

IgG: Inmunoglobulina G.

lono: lonomicina.

IP5: Inositol 1,4,5-trifosfato.

IP;R: Receptor inositol 1,4,5-

trifosfato.
IPy: Inositol 1,3,4,5-
tetrakisfosfato.

JP: Jasplakinolida.

LB: Solucién Laemmli.
LDPR/S: Lugar de escision
de la trombina en el receptor
de trombina.

LRR: Secuencia de leucinas

muy conservadas.

MLC: Cadena ligera de
miosina.

MLCK: Cinasa de la cadena
ligera de miosina.

Mn?": Manganeso.

MP: Membrana plasmatica.

Na*: Sodio.
NAADP: Nicotinato de

adenina dinucledtido fosfato.

NADP: Nicotinadenin
dinucledtido fosfato.

NCX: Intercambiador
Na*/Ca*".

NGF: Factor de crecimiento
nervioso.

NMDA: Acido  N-metil-D-
aspartico.

NO: Oxido nitrico.

NRTKs: Tirosina cinasa no

receptor.

OAG: 1-oleoil-2-acetil-sn-
glicerol (analogo de DAG).



Abreviaturas

OASF: Fragmento mas pequefio

activador de Orai1.

P47: Pleckstrina.

PA: Acido fosfatidico.

PAF: Factor activador de las
plaquetas.

PAI-1: Inhibidor del activador del
plasminégeno tipo 1.

PAR: Receptor activado por las
proteasas.

PBS: Tampon fosfato salino.
PDGF: Factor de crecimiento
derivado de la plaqueta.

PF-4: Factor plaquetario 4.

PG: Prostaglandina.

PGG;: Prostaglandina G,.

PGHo.: Prostaglandina H..

PGl,: Prostaglandina I,.

PH: Dominio de unidon a
pleckstrina.

PI3-K: Fosfatidil inositol 3 cinasa.
PIP,: Fosfatidil inositol 4,5-
bisfosfato.

PIP;: Fosfatidil inositol 3,4,5-
trifosfato.

PKA: Proteina cinasa A.

PKB: Proteina serina/treonina
cinasa Akt.

PKC: Proteina cinasa C.

PKG: Proteina cinasa G.

PLA2: Fosfolipasa A..

PLC: Fosfolipasa C.

PMCA: Bomba ATPasa de Ca?®

de la membrana plasmatica.

PPP: Plasma pobre en
plaquetas.
PRP: Plasma rico en
plaquetas.
PTKs: Proteinas tirosina
cinasas.
PTP: Proteinas  tirosina

fosfatasa.

RE: Reticulo endoplasmico.
RGD: Secuencia arginina-
glicina-aspartato.

ROC: Canal activado por
receptor.

RTKs: Receptores tirosina
cinasa.

RyR: Receptor de |la

rianodina.

SAM: Dominio alfa estéril.
SCA: Sistema canalicular
abierto.

SCaMPER: Canal liberador
de calcio mediado por
esfingolipidos  unidos a
proteinas del reticulo
endoplasmico.

Ser/Thr: Serinal/treonina.
SERCA: Bomba ATPasa de
Ca* del reticulo
sarco/endoplasmico.

SH: Dominio de unién a Src.
SMOC: Canal activado por

segundos mensajeros.



Abreviaturas

SOAR: Region de STIM1
activadora de Oraif.
SOC: Canal activado por el
vaciamiento de los depdsitos
intracelulares de Ca*".

STD: Sistema tubular denso.

TBHAQ: 2,5-di(ter-butil)-1,4-
hidroquinona.

TBS: Solucién de lavado.

TBST: Solucién de lavado con
Tween 20.

TG: Tapsigargina.

TPC: Canales de dos dominios
de poro.

TRP: Receptor de potencial
transitorio.

TRPC1: Receptor de potencial

transitorio C1.

TRPC3: Receptor de
potencial transitorio C3.

TxA,: Tromboxano A,.

VASP: Fosfoproteina
estimulada por
vasodilatadores.

VOCs: Canal activado por
voltaje.

VvWEF: Factor de Von
Willebrand.









INTRODUCCION

Ca®-Ca?-Ca?'-Ca?-Ca?'-Ca?-Ca?'-Ca®'-Ca?-Ca?'-Ca?'-Ca?'-Ca?'-Ca?'-Ca?'-Ca? -Ca?'-Ca?'- Ca?'-Ca?'-Ca?'-Ca?'- Ca?'-Ca?'-Ca?'-Ca®'- Ca?'-Ca?'-Ca?-Ca?'- Ca*'-Ca?'-Ca?-Ca®






Introduccion

INTRODUCCION

En las células eucariotas el ion calcio (Ca®") constituye la sefial mas versatil
de las implicadas en el control de procesos y funciones celulares, de manera que
por si mismo es un mecanismo universal de sefalizacion celular. Una vez que
aumenta transitoriamente su concentraciéon en el citoplasma ([Ca®'].), ejerce
efectos reguladores alostéricos de muchas enzimas y proteinas. Ademas, el Ca**
puede actuar en la transduccion de sefiales tras su entrada al citoplasma desde
el medio extracelular, como resultado de la activacion de canales i6nicos
localizados en la membrana plasmatica (MP), o como un segundo mensajero
liberado desde depdsitos intracelulares, fundamentalmente desde el reticulo
endoplasmico (RE), mediante las vias de transduccion de sefiales en las que
participan los receptores de membrana acoplados a proteinas G. Entre las
importantes funciones fisioldgicas en las que el Ca?* juega un papel
determinante podemos sefialar la contraccion muscular y la motilidad celular,
incluyendo los movimientos de cilios y flagelos, asi como la regulacién de
actividades enzimaticas, de bombas idnicas y de componentes del citoesqueleto

(filamentos de actina y microtubulos).

En mamiferos, la concentracién sérica de Ca?* esta finamente regulada,
siendo la del calcio total 2,2-2,6 mmol/L (9-10,5 mg/dL) y la del calcio ionico 1,1-
1,4 (4,5-5,6 mg/dL). La [Ca®']. se mantiene normalmente en el rango de 10-100
nM. Para mantener esta baja concentracion, el Ca?* es bombeado activamente
desde el citosol al medio extracelular y hacia el interior del RE vy, algunas veces,
a la mitocondria. Ademas, determinadas proteinas citosdlicas, como la
calmodulina, y algunas organelas, como los compartimentos acidicos, actuan
como tampones de Ca*". Muchos de los eventos mediados por Ca®* tienen lugar
cuando el Ca?' libre citosdlico se une y activa a la proteina reguladora
calmodulina (CaM). La CaM puede, por su parte, activar proteinas cinasas
dependientes de Ca**/CaM o puede actuar directamente sobre otras proteinas

efectoras.

Son muchas las sefales especificas que pueden inducir un subito
incremento de [Ca*'], hasta 500-1000 nM mediante la apertura de canales del
RE y de MP. La via mas comin que incrementa la [Ca®'], es la via de la

fosfolipasa C (PLC). Diversos receptores de la superficie celular, incluyendo los
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receptores acoplados a proteinas G y los receptores tirosina cinasa, activan la
enzima PLC. A su vez, la PLC hidroliza a los fosfolipidos de membrana, PIP,,
produciendo inositol 1,4,5-trifosfato (IP3;) y diacilglicerol (DAG), dos clasicos
segundos mensajeros. EI DAG activa la enzima proteina cinasa C (PKC),
mientras que el IP; difunde en el citosol y se une a su receptor en el RE, el IP3;R,

que es un canal de Ca*, de forma que se libera Ca** desde el RE.

La salida de Ca** desde el RE activa la entrada de Ca*" desde el exterior
celular por activacion de canales operados por los almacenes (SOCs, del inglés
Store-Operated Channels). Esta corriente de entrada de Ca**, que se produce
como consecuencia de la liberacién del Ca?* almacenado en los depdsitos
intracelulares, se conoce como corriente de Ca®* activada por liberacion de Ca?
(Icrac, del inglés Ca*'-release-activated Ca** current). También es comun
referirse a ella como entrada de Ca?* operada por los depdsitos (SOCE, del
inglés Store-Operated Ca?* Entry) o entrada capacitativa (ECC). El mecanismo
responsable de que se produzca Icrac NO Se conoce completamente y esta
siendo objeto de estudio en nuestro Departamento desde hace mas de una
década. Por el momento contamos con un modelo de entrada de Ca®" operada
por los depdsitos en el que estan implicadas las proteinas Orai1, STIM1 y varias
proteinas TRPC (Jardin et al., 2008a; Jardin et al., 2009a). Recientes estudios
han sefalado a la fosfolipasa A2 (PLA), el NAADP y la proteina STIM1 como
posibles mediadores de Icrac (Dionisio et al., 2011; Lopez et al., 2006b; Rosado
et al., 2005).

Tanto Orai1 como los TRPCs son proteinas incorporadas en la bicapa
lipidica de la MP, y se sabe que el colesterol presente en la misma es
fundamental para el mantenimiento de la simetria de la bicapa, de forma que la
deplecién del colesterol tiene efectos muy profundos tanto en la arquitectura
como en la funcién de dicha membrana. La movilidad lateral de las proteinas de
la MP se reduce cuando el colesterol celular se depleciona, y este cambio en la
movilidad es una consecuencia de la reorganizacion del citoesqueleto de actina
y de la condensacion de la membrana. Es conocido que los agentes que actuan
sobre la actina cortical interfieren con la activacion de la ECC: la estabilizacion
del citoesqueleto cortical con jasplakinolida reduce la ECC en la mayoria de las
células (Rosado et al., 2000b), posiblemente por interferir con la asociacion entre
STIM1 y canales de Ca*" (Tamarina et al., 2008), mientras que la disrupcién del

citoesqueleto con latrunculina A o con citocalasina D activa algunas rutas de la
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entrada de Ca®* (Morales et al, 2005). Por otro lado, STIM1 se localiza
fundamentalmente en la endomembrana de los depdsitos intracelulares de Ca?*
(aunque también se ha comunicado su presencia en la MP), actuando como el
sensor de Ca*" que informa a los canales implicados en la ECC de la cantidad
de Ca?* almacenado, y por tanto de la conveniencia de permitir la entrada del
cation. La transmision de esta informaciéon requiere una aproximacion de la
endomembrana a la MP, de modo que el contacto STIM1-Orai1-TRPCs sea
posible, y es en esta aproximacion donde otro componente del citoesqueleto, los

microtubulos, podria jugar un importante papel fisioldgico.

Teniendo en cuenta éstas y otras consideraciones, que ampliaremos a
continuacion en el capitulo de antecedentes bibliograficos, hemos llevado a cabo
en los laboratorios del Departamento de Fisiologia en la Facultad de Veterinaria,
durante el periodo 2009-2013, y bajo la direccién de los doctores J.A. Rosado y
G.M. Salido, experimentos para determinar con mayor precision cientifica
algunos mecanismos que permitan ampliar nuestro conocimiento de la ECC.
Particularmente, hemos centrado nuestra atencion en la funcion de tres actores
principales de este fendmeno: las balsas lipidicas de membrana, el citoesqueleto
y la calmodulina. De ahi que hayamos titulado esta Tesis “Papel de Orai, STIM y
TRPC en la entrada de calcio”, que sometemos a la consideracién de la
Comision Evaluadora y con la que aspiramos a la obtencion del grado de

Doctora Europea por la Universidad de Extremadura.
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Introduction

INTRODUCTION

In eukaryotic cells the ion calcium (Ca?*) is the most versatile signal involved
in controlling cellular processes and functions, so that it is a universal mechanism
of cell signalling. Once its concentration in the cytoplasm ([Ca?'],) is transiently
increased, it acts as an allosteric regulator of many enzymes and proteins. In
addition, Ca®' is involved in signal transduction after its entry from the
extracellular medium into the cytoplasm, as a result of the activation of ion
channels located on the plasma membrane (PM). It also acts as a second
messenger released from intracellular stores, mainly from the endoplasmic
reticulum (ER) through the signal transduction pathways involving membrane
receptors coupled to G proteins. Among the important physiological functions in
which Ca*" plays a role, we can highlight muscle contraction and cell motility,
including the movements of cilia and flagella, as well as the regulation of
enzymatic activities, of ion pumps and components of the cytoskeleton (actin

filaments and microtubules).

In mammals, the Ca** concentration in serum is tightly regulated, being the
total one from 2.2 to 2.6 mmol/L (9 to 10.5 mg/dL) and the ionic one from 1.1 to
1.4 (4.5 to 5.6 mg/dL). [Ca*"]. is normally maintained in the range of 10-100 nM.
To maintain this low concentration, Ca?* is actively pumped from the cytosol to
the extracellular medium and into the ER and, sometimes, into the mitochondria.
Furthermore, certain cytosolic proteins such as calmodulin, and organelles such
as acidic calcium stores act as Ca?* buffers. Many of the Ca®*-mediated events
occurs when free cytosolic Ca?* binds to the regulatory protein calmodulin (CaM)
and activates it. CaM can activate Ca?*-dependant protein kinases or can act

directly on other effector proteins.

There are many specific signals that can induce a sudden increase in [Ca?'],
to 500-1000 nM by opening channels of the RE and PM. The most common way
to increase [Ca®']. is by the pathway of phospholipase C (PLC). Several cell
surface receptors, including the G protein-coupled receptors and tyrosine kinase
receptors, activate the enzyme PLC. In turn, PLC hydrolyzes membrane
phospholipids PIP,, producing inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) and diaclglycerol

(DAG), two classic second messengers. DAG activates the enzyme protein
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kinase C (PKC), while IP; diffuses in the cytosol and binds to its receptor in the

ER, IP;R, which is a Ca®* channel, so that Ca®* is released from the ER.

Ca* release from the ER activates Ca®*" entry from outside the cell by
activation of the store operated channels (SOCs, from Store-Operated
Channels). This incoming stream of Ca®*, which is produced after the release of
the Ca®" stored in the intracellular stores, is known as Ca®*-induced Ca?*-release
(Icrac, from Ca**-release-activated Ca?' Current). It is also commonly called
Store-Operated Ca?* Entry (SOCE). The mechanism responsible for /crac is not
completely understood and it has been studied in our Department for over a
decade. At the moment we have a model for SOCE which involves proteins
Orai1, STIM1 and several TRPC proteins (Jardin et al., 2008a; Jardin et al.,
2009a). Recent studies pointed phospholipase A2 (PLA), NAADP and STIM1 as
potential mediators of Icrac (Dionisio et al., 2011; Lopez et al., 2006b; Rosado et
al., 2005).

Both Orai1 and TRPCs are proteins located in the lipid bilayer of PM, and it
is known that cholesterol in this bilayer is essential to maintain the symmetry of
the structure, so that cholesterol depletion has a profound effect both in the
architecture and function of the membrane. Lateral mobility of the proteins in the
PM is reduced when cellular cholesterol is depleted, and this change in mobility is
a result of the reorganization of the actin cytoskeleton and condensation of the
membrane. It has been reported that the agents that act on the cortical actin
interfere with the activation of SOCE: the stabilization of the cortical
cytoskeleton with jasplakinolide reduces SOCE in most cells (Rosado et al.,
2000a), possibly by interfering with the association between STIM1 and Ca?*
channels (Tamarina et al.,, 2008), while disruption of the cytoskeleton with
latrunculin A or with cytochalasin D activates some pathways of Ca?* entry
(Morales et al., 2005). STIM1 is located mainly in the endomembrane of Ca*
intracellular stores (although its presence in the PM has also been reported),
acting as the sensor of Ca®* which reports the amount of Ca?* stored into the
channels involved in SOCE. Transmission of this information requires an
approximation of the endomembrane to the PM, so that STIM1-Orai1-TRPCs
contact is possible. It is in this approach where other components of the

cytoskeleton, the microtubules, may play an important physiological role.
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Given these and other considerations, which will be explained below, we
have conducted, at the laboratories of the Department of Physiology at the
Faculty of Veterinary Medicine, during the period 2009-2013, and under the
supervision of the doctors J.A. Rosado and G.M. Salido, experiments to
determine with more scientific accuracy some mechanisms that will expand our
understanding of SOCE. In particular, we focused our attention on the role of
three key players in this phenomenon: membrane lipid rafts, cytoskeleton and
calmodulin. We have therefore entitled this Thesis “Role of Orai, STIM and TRPC
in the calcium entry”, which we submit for consideration by the Evaluation
Commission and with which we aim to obtain the degree of European Doctor of

the University of Extremadura.
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1.- Plaquetas.

En el torrente sanguineo humano circulan aproximadamente 1 trillén de
plaquetas. Estas constituyen uno de los elementos formes de la sangre (junto a
los eritrocitos y a los leucocitos) y son los fragmentos celulares mas pequenos
que circulan por ella. Fueron descritas por primera vez en 1882 por Giulio
Bizzozzero, que las llamod “petites plaques” y, aunque entonces ya se demostro
que participaban en la hemostasia y coagulacion sanguinea, fue en 1886 cuando
Eberth y Schimmelbusch definieron estas células como el pilar basico del

proceso de coagulacion sanguinea (Tocantis, 1948).

Las plaquetas son células anucleadas con forma de disco biconvexo
(discocitos), con 0,5-3 pm de didmetro, 4-7 ym® de volumen, 10 pg de peso y
carga eléctrica negativa en su superficie. La razén exacta de la forma de disco
no se conoce, aunque esta forma podria ayudar a su capacidad de circular cerca
del endotelio en el torrente sanguineo. Su concentracion normal en la sangre es
de 1,5 a 3,5 x 10° plaquetas/mL y su vida media circulando en sangre es de 8 a
11 dias, para, tras este periodo, ser destruidas por los macréfagos del sistema
reticulo-histiocitario del bazo, higado y médula 6sea (Frojmovic et al., 1982). Al
microscopio optico, en frotis tefidos con la coloracion de May-Grimwald-
Giemsa, aparecen como elementos rojizos y de contenido granular; mientras
que, al observarlas al microscopio electronico, aparecen como elementos
discoides biconvexos, de superficie lisa salvo por pequefas invaginaciones (las
entradas al sistema canalicular abierto). Cuando las plaquetas se activan, su
morfologia se transforma en irregular y esférica, con multitud de pseuddépodos
(White, 1987).

La funcién principal de las plaquetas es la de contribuir al mantenimiento de
la hemostasia. Esta funcién la llevan a cabo de dos formas: por un lado, en los
sitios donde se produce el dafio vascular y las hemorragias, las plaquetas
forman el tapdn hemostatico, reduciendo asi la pérdida de sangre (Kaushansky,
2008); y por otro lado, y para el desarrollo y la consolidacion del trombo, las
plaquetas activan la cascada de coagulacién y actuan como sitios cataliticos,

exponiendo fosfolipidos en su superficie (Lowenberg et al., 2010). Por otra parte,

33



Antecedentes bibliograficos

las plaquetas estan también implicadas en otros procesos, fisiolégicos o
patologicos, como la defensa antimicrobiana, la inflamacién, la regulacién
inmunitaria o el crecimiento de tumores y la metastasis (Gresele et al., 2008).
Asimismo, la secrecion de diferentes factores autocrinos desde las plaquetas es
fundamental para controlar la hemostasia. Algunos de estos factores son la
trombina, la adenosina bifosfato (ADP) o factores activadores de plaquetas, que
se liberan con el fin de activar otras plaquetas para reparar el dafno vascular,
produciendo vasoconstriccion y reclutamiento de otras células como los
macrofagos y los leucocitos para evitar posibles infecciones (Kaplan et al., 1979;
Linder et al., 1979; Zucker et al., 1979). Ademas, la secrecion plaquetaria es
importante para evitar enfermedades que comprenden tumores vasculares,

previniendo hemorragias (Ho-Tin-Noe et al., 2009).

2.-Desarrollo plaquetario.

En un humano adulto se producen aproximadamente 10"" plaquetas al dia
(Italiano, 2008), para garantizar el mantenimiento de la concentracién de las
mismas en sangre. Estas nuevas plaquetas se distribuyen entre una parte
circulante en el torrente sanguineo (aproximadamente dos tercios de las nuevas
plaquetas) y una parte tisular (que constituye el tercio restante). La formacion de
nuevas plaquetas es a partir de los megacariocitos de la médula ésea (a partir de
un megacariocito maduro se producen entre 1000 y 3000 plaquetas (Stenberg et
al., 1989)), en un proceso denominado megacariocitopoyesis, regulado por
factores de transcripcibn y citocinas como la trombopoyetina. La
megacariocitopoyesis es un proceso que comprende la especializacién de las
células madre hematopoyéticas pluripotenciales hacia los megacarioblastos
(progenitores de los megacariocitos). La proliferacion y diferenciacion de los
megacarioblastos producira promegacariocitos, que, tras una poliploidizacion,
daran lugar a los megacariocitos, células altamente especializadas que
produciran plaquetas a través de su maduracion y de la fragmentacion de su
citoplasma (Kaushansky, 2008). EIl proceso de la produccién de plaquetas a
partir de los megacariocitos por un gran numero de replicaciones del ADN, pero
sin divisién celular, se denomina endocitosis (Nagata et al., 1997; Vitrat et al.,
1998). Entre la diferenciacion de las células precursoras y la produccion de
plaguetas en el ser humano transcurren aproximadamente 10 dias (Harker et al.,
1969; Patel et al., 2005).
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Por lo tanto, en este proceso podemos distinguir morfolégicamente cuatro

tipos de células:

-Megacarioblasto: Esta célula es parecida a una célula madre
hematopoyética. Su tamafno es de entre 30 y 40 uym de diametro y posee una
alta ratio nucleo/citoplasma (debido a un incremento en la ploidia). Ademas, el
megacarioblasto presenta cromatina fina (debido a la eucromatina, que es
transcripcionalmente activa), nucleolo prominente y un anillo de citoplasma
basdfilo pequeno, sin granulos, rico en ribosomas, con alta actividad de sintesis

proteica y mitocondrias de gran tamafio (Behnke, 1968).

-Promegacariocito granular: Esta célula tiene un tamafio de
aproximadamente 80 um de diametro. El nlcleo casi ha finalizado de sintetizar el
material genético y presenta un contorno irregular, y el citoplasma se hace mayor
y mas basdfilo, con un aumento de la cantidad de granulos presentes (Behnke,
1968).

-Megacariocito granular: Con un tamafo de entre 50 y 100 uym, esta célula
posee un nucleo polilobular y un citoplasma que se va haciendo azurdfilo de

forma progresiva, de forma similar a las plaquetas (Behnke, 1968).

-Megacariocito maduro: En esta fase, se produciran las proplaquetas, que
acabaran compactando y perdiendo su nucleo para liberar plaquetas individuales
al torrente sanguineo (Chang et al., 2007). Este proceso no se conoce con
exactitud, y se han presentado varios modelos que podrian explicarlo. Uno de
ellos sugiere que se producen una serie de invaginaciones en la membrana del
megacariocito, de tal forma que se acotan unas demarcaciones que produciran
la membrana de la plaqueta (Behnke, 1968). Otro de los modelos sugiere que en
la superficie del megacariocito se desarrollaran gruesos pseuddpodos que
atravesaran las sinusoides medulares (cuya pared esta formada por dos capas
celulares, una endotelial y la otra adventicia), pasando entre las células
adventicias y penetrando en el endotelio (Radley et al., 1980). Finalmente, otra
de las teorias indica que las proplaquetas viajan desde la médula ésea hasta los
pulmones, donde, debido al estrés mecanico de la respiracion, se fragmentan

dando lugar a las plaquetas (Kaufman et al., 1965).
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3.-Estructura plaquetaria.

La plaqueta se caracteriza, aparte de por la mencionada ausencia de nucleo,

por presentar la siguiente estructura:

3.1-Membrana externa.

La membrana de las plaquetas es una estructura trilaminar formada por
una bicapa lipoproteica con colesterol, lipidos neutros, glicolipidos vy
glicoproteinas. Estas ultimas actian como receptores de los agonistas
fisiologicos de las plaquetas (ADP, trombina, tromboxano A, (TxA,), fibronectina,
laminina, vitronectina, trombospondina, factor de von Willebrand (VWF)) y para
ligandos como el colageno (Gresele et al., 2008; Lowenberg et al., 2010). Esta
estructura es la que permite que la membrana tenga un aspecto rigido y plastico,

y que la plaqueta pueda llevar a cabo ciertas funciones.

Los fosfolipidos presentes en la membrana tienen una distribucion
asimétrica en la misma, de forma que los cargados negativamente (como la
fosfatidilserina) se encuentran en la parte interna de la membrana,
desempefando una funcién procoagulante. Si la plaqueta esta en reposo, estos
fosfolipidos de la cara interna no podran contactar con los factores plasmaticos
que activan la coagulacion. En cambio, durante la agregacion plaquetaria, estos

fosfolipidos se externalizan, contactando asi con esos factores.

En la membrana plasmatica encontramos las balsas lipidicas, unas zonas
concretas de la membrana que son dominios de la misma ricos en colesterol y
esfingolipidos, de un diametro aproximado de 50 nm, encargados de organizar la
unién de diferentes moléculas de senalizacion (Prieschl et al., 2000). Su
denominacién de “balsas” se debe a que se encuentran flotando entre el resto de
lipidos de la membrana plasmatica, gracias a que forman una fase lipidica de

mayor densidad que la del resto.

Estas balsas lipidicas participan en numerosas funciones celulares, y
ayudan a la interaccion de las proteinas asociadas a la ECC mediante la
constitucion de plataformas para las proteinas de membrana implicadas en la
entrada de Ca?* (Jardin et al., 2008d; Pani et al., 2008; Sampieri et al., 2008).

Ademas, estos dominios de balsas lipidicas son importantes para la activacién
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de muchas funciones celulares, incluyendo la adhesién y migracion celular, la
apoptosis, la organizacion del citoesqueleto, la exocitosis y la endocitosis (Pani
et al., 2009; Simons et al., 2000). Estos procesos celulares son asimismo
dependientes de los aumentos en la concentracién de Ca®, y se sabe que los
estas balsas lipidicas regulan el mecanismo de activacion de la ECC (Sampieri
et al., 2008).

Es la membrana plasmatica la que permite la interaccién de la plaqueta con
el medio exterior, gracias a receptores como las integrinas, una familia formada
por 24 proteinas resultantes de la asociacion de subunidades a y B, que
reconocen a proteinas que presentan la secuencia arginina-glicina-aspartato
(RGD), es decir, fibrindgeno, fibronectina, vitronectina, vWF y colageno. Las

integrinas mas importantes son las siguientes:

-Integrina GPIlIb/llla (o aypBs3): También se conoce como receptor de
fibrindgeno. Estructuralmente esta formada por dos cadenas a;, y B3, cada una
con un largo dominio extracelular, formando una regién globular donde se
encuentran los sitios de unién con los ligandos (Kamata et al., 2005), seguido de
un dominio transmembrana y una corta region citoplasmatica (Poncz et al.,
1987). Es muy abundante en la superficie de las plaquetas activadas, pero
permanece asociada a las membranas plaquetarias internas asociada
principalmente con los granulos a (D'Souza et al., 1990). Ademas de ser receptor
para el fibrindgeno, se une también a vVWF, vitronectina y fibronectina, por lo que
juega un papel fundamental en la hemostasia primaria. Esto sucede cuando se
activa la plaqueta, momento en el cual la integrina establece una interaccion
estable entre VWF y la matriz extracelular, usando el fibringeno como molécula
puente para el trombo plaquetario (Savage et al., 1998). Esta integrina puede
formar complejos en presencia de calcio (Fujimura et al., 1983; Santoro, 1988).
Debido a su importante papel en la patogénesis de la trombosis, el bloqueo de la
funcién de esta integrina se ha utilizado como terapia preventiva en pacientes

con oclusiones coronarias (Coller, 2001).

-Integrina GPIb/IX/V: Esta integrina constituye el segundo receptor mas
abundante de las plaquetas (Du et al., 1987). Su funcién es mediar la adhesién
plaquetaria a la matriz subendotelial, para lo cual recluta factores de coagulacion
para las plaquetas activadas. Estructuralmente, esta formada por 4 subunidades,
GPlba (~135 kDa), GPIbB (~25 kDa), GPIX (~22 kDa) y GPV (~82 kDa). Las
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cuatro se caracterizan por poseer la secuencia LRR (con leucinas altamente
conservadas), esencial para el correcto funcionamiento del complejo (Hocking et
al., 1998). Esta integrina se une al vVWF inmovilizado en el endotelio expuesto, lo
cual es fundamental para la adhesion plaquetaria en el sitio donde se ha
producido el dafio vascular, permitiendo la adhesién firme de las plaquetas al
colageno, mediada por GPVI e integrinas. EI vVWF se une primeramente al
colageno, componente principal de la matriz subendotelial expuesta al
producirse el dafo, y tras esta union, la interacciéon entre el VWF y la integrina
media la unidon de las plaquetas con el colageno. Esta integrina es capaz
también de unirse a la trombospondina, a la integrina aMB2 y a la P-selectina
(Gresele et al., 2008). Ademas, esta integrina también se une a la trombina, a
través de un dominio de union de alta afinidad, de forma que regula la
coagulacion sanguinea, la interaccion entre el factor Xl y la trombina y la
activaciéon plaquetaria (Celikel et al., 2003). La integrina GPIb/IX/V juega
asimismo un papel muy importante en la inflamacién, puesto que media la
interaccion con las células endoteliales activadas y los leucocitos, gracias a su
unién con la P-selectina y la integrina leucocitaria Mac-1. La deficiencia de esta
integrina produce el sindrome de Bernard-Soulier (diatesis hemorragica

hereditaria).

-Glicoproteina VI (GPVI): Esta glicoproteina, con un tamafio aproximado de
62 kDa, se localiza exclusivamente en plaquetas y megacariocitos maduros.
Funcionalmente, se asocia con el receptor Fc-y (FcRy), que proporciona
actividad tirosina cinasa al complejo (Nieswandt et al., 2000). Una vez que el
complejo GPVI-FcRy contacta con el colageno, se activa una via de sefalizacién
que incluye proteinas como Syk, SLP-76, LAT y fosfolipasa Cy2 (Ichinohe et al.,
1997; Keely et al., 1996; Redondo et al., 2005a; Worth et al., 2006). Se ha visto
que la tirosina cinasa de Bruton también participa en las vias de sefializacion
plaquetaria de GPVI, estando implicada en la activacién de la entrada de calcio
(Keely et al., 1996). Junto a la GPIV (CD36) y GPla/lla, GPVI constituye el
receptor de colageno mas importante en plaquetas. Esta uniéon de GPVI al
colageno se produciria tras la union plaqueta-colageno, de la cual son
responsables receptores como GPla/lla (Verkleij et al., 1998). Para la completa
activacion de las plaquetas por coldgeno son necesarias las glicoproteinas
GPlIb/llla y GPVI, pero mientras la inhibicion de la GPVI inhibe la formacion del
trombo, el bloqueo de la GPIIb/llla no tiene efectos destacables. Teniendo esto

en cuenta, se ha sugerido que el coldgeno se uniria a GPVI activando las
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plaquetas y regulando asi de manera positiva la GPIIb/llla (Gresele et al., 2008;
Ichinohe et al., 1997).

-P-selectina (CD62P): Con un tamafio aproximado de 140 KDa, es la
mayor de las moléculas de adhesién de la familia de las selectinas. Esta
principalmente situada en la membrana de los granulos a, pero también esta en
los granulos densos y en los cuerpos de Weibel-Palade de las células
endoteliales (Vial et al., 2002). Cuando las plaquetas estan inactivadas, apenas
una pequefia cantidad de P-selectina se encuentra en la membrana. Sin
embargo, cuando se activan, al fusionarse los granulos con la superficie de la
plaqueta se produce una expresion rapida de P-selectina en la superficie, lo cual
se suele usar como marcador de activaciéon plaquetaria (Merten et al., 2000). La
P-selectina se une al vWF y a la GPIbaq, y participa en la hemostasia, asi como
en la interaccion con otras células responsables de la inflamacion (Tailor et al.,
2005).

-Receptores de trombina: El receptor de la trombina en plaquetas es una
glicoproteina con 7 dominios transmembrana que se desensibiliza e internaliza
rapida y permanentemente cuando se activa (Authi et al., 1997). Posee un
dominio con 100 residuos extracelulares en el extremo amino terminal, con un
lugar putativo de escision por la trombina, llamado sitio LDPR/S (Coughlin et al.,
1992). La trombina puede activar las plaquetas a bajas concentraciones, de 0,1
nM (0,01 U/mL), y es el agonista fisiolégico mas eficaz hidrolizando el fosfatidil
inositol 4,5-bisfosfato (PIP,), siendo este proceso mediado por la fosfolipasa C
(PLC) y produciéndose los segundos mensajeros inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y
D-1,2-diacilglicerol (DAG). IP5 inducira la liberacion de Ca®* desde los depdsitos
intracelulares (Sage et al., 1989; Shukla et al., 1987; Suganuma et al., 1992).
La trombina también activa Rho, una pequena GTPasa de la familia Ras que
promueve la reorganizacion del citoesqueleto de actina y el cambio morfolégico
de las plaquetas (Moers et al.,, 2003; Olson et al., 1995). La activacién
plaguetaria por la trombina esta mediada por miembros de la familia de proteinas
G acopladas al receptor activado por proteasas (del inglés Protease-Activated
Receptor, PAR), de los cuales PAR1 y PAR4 se expresan en las plaquetas
humanas (Kahn et al., 1998). La activacién de estos PAR se produce cuando la
trombina corta el extremo N-terminal de cada receptor, creando un nuevo
extremo amino del receptor y mostrando un ligando SFLLRN (PAR1) o AYPGKF
(PAR4), que activara a cada receptor (Vu et al., 1991). El receptor PAR1
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presenta alta afinidad por la trombina y el PAR4 baja (Covic et al., 2000). Ambos
liberan Ca®* mayoritariamente del sistema tubular denso (STD), el equivalente al
reticulo endoplasmico (RE) en las plaquetas; y, en menor medida, de los
granulos acidicos. Por su parte, la integrina GPIb/IX/V, que posee un dominio de
alta afinidad a la trombina, lo libera de forma exclusiva desde los granulos
acidicos (Jardin et al., 2007).

-Receptor de ADP: Las plaquetas humanas, como muchas otras células,
contienen receptores de ADP. El ADP es un importante agonista fisioldgico
durante la hemostasia y la trombosis, y es almacenado en los granulos densos
de las plaquetas, liberandose tras la activacion de las mismas. Este ADP induce
la fosforilacion de proteinas, la formacién de TxA,, el aumento del Ca?
citosdlico, el cambio de forma, la agregacion y la secrecion, e inhibe la formacién
de adenosin monofosfato ciclica (AMPc) (Gresele et al., 2008). EI ADP actua
sobre dos receptores purinérgicos acoplados a proteinas G, P2Y; y P2Y, y para
que la respuesta al agonista sea completa ambos receptores tienen que
activarse. Estos receptores son miembros de la familia de proteinas de
receptores acoplados a proteinas G, con siete dominios transmembrana. P2Y,
esta acoplado a la proteina Gy y es responsable del aumento en la [Ca®"], el
cambio morfolégico y la agregacion de las plaquetas, mediante la activacion de
la PLCPB (Jin et al., 1998). P2Y,, por su parte, esta acoplado a la proteina Gy,
que activa a la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI13-K) e inhibe a la adenilato ciclasa
(AC) (Jones et al., 2011; Kauffenstein et al., 2004).

-Receptor P2X;: Es un miembro de la familia de los receptores purinérgicos
no acoplados a proteinas G, y es la unica isoforma de la familia P2X que se
expresa en las plaquetas y los megacariocitos (Scase et al., 1998; Sun et al.,
1998). Se trata de canales activados por adenosina 5’-trifosfato (ATP), que
permiten la entrada de Ca** y Na* (Mahaut-Smith et al., 2000). Por otra parte, al
activarse este receptor se produce un cambio conformacional rapido y reversible
y la centralizacion de los granulos secretores, asi como procesos propios del
inicio de la agregacion, tales como la exposicidon de los sitios de unién al
colageno de la integrina GPIIb/llla. Este receptor P2X; interacciona con las rutas
metabdlicas de otros receptores, como los receptores P2Y y los receptores de la
trombopoyetina; y con el colageno y la adrenalina (Oury et al., 2001; Vial et al.,
2002). Esto se observa en la potenciacién sobre el efecto de los receptores P2Y

en la movilizacién de Ca?*, siendo el incremento mayor tanto en la velocidad de
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respuesta como en la liberacion de Ca®* al activarse los dos receptores, P2Y y
P2X,; de forma simultanea, que al activarse solamente los receptores del ADP.
Esto puede deberse a una potenciacién de la PLC o de los receptores de |P; por
la entrada rapida de Ca?* que se produce tras la activacion del P2X;,
precediendo a los eventos de la via de los receptores acoplados a proteinas G
(Mahaut-Smith et al., 2000; Vial et al., 2002).

-Receptor de prostaglandina |, (EPs): Se trata de un receptor acoplado a
proteinas, en concreto a la Gs, que une prostaglandina I, (PGl,) para mantener a
las plaquetas en reposo, para lo cual activa la AC, incrementando el AMPc, lo
que da lugar a la inhibicidn de la activacién plaquetaria y a la inactivacién de las
plaguetas que estaban estimuladas (Coleman et al., 1994). Al activarse EPs y
producirse un aumento del AMPc, se inhibe la movilizacién de Ca?** y los
procesos de secrecion de los granulos, de forma que se evitan futuros procesos
de activacién y agregacién plaquetaria (Dusting et al., 1990). EI AMPc activa
asimismo la fosforilacién de la fosfoproteina estimulada por vasodilatadores
(VASP), encargada de regular los filamentos de actina y la reorganizacon del
citoesqueleto. Por otra parte, la fosforilacion de esta VASP puede modular la
inactivacion del receptor de fibrindbgeno, evitando su interaccion con la integrina
GPIIb/llla, y la activacion plaquetaria (Horstrup et al., 1994). Estos mecanismos
ayudan al mantenimiento del endotelio como una superficie antitrombética y

ayudan a evitar que se produzca la activacion plaquetaria de forma inapropiada.

3.2.-Citoplasma:

El espacio intracelular de las plaquetas se encuentra separado de la
membrana plasmatica de las mismas por un fino anillo de citoplasma periférico
claramente delimitado al observarse al microscopio electrénico, formado
mayoritariamente por a-actina. Este anillo se denomina citoesqueleto de
membrana, y es el que proporciona la forma discoidal a las plaquetas, ademas
de ser el responsable de la formacion de pseudépodos una vez producida la
activacion de las plaquetas. Este anillo posee proteinas como la talina o la
vinculina, proteinas necesarias para la reorganizacion de actina, como la filamina

o la a-actinina, y también proteinas como la proteina cinasa C (PKC).

El citoplasma plaquetario contiene particulas de glucdgeno, fuente

energética de la célula. La plaqueta se caracteriza por tener en su citoplasma
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organelas especificas, un sistema de membranas especializado y diversos

granulos de almacenaje (George, 2000; Gresele et al., 2008).

3.3.-Citoesqueleto:

El citoesqueleto de las plaquetas es el responsable de mantener la forma
discoidal que presentan las plaquetas en reposo y ademas participa en
funciones celulares como la exocitosis, endocitosis y transporte intracelular. Este
citoesqueleto esta muy especializado, y permite que las plaquetas presenten una
rapida respuesta ante los dafos vasculares, de forma que se pueda alterar el gel
contractil y se pueda remodelar la actina, tanto durante el cambio morfolégico
plaquetario producido tras la activacion, como para producir los pseudopodos.

Los componentes principales de este citoesqueleto son los siguientes:

-Citoesqueleto de actina: La actina es la proteina mas abundante en las
plaguetas. La G-actina es una proteina de aproximadamente 42 kDa que se
organiza en una estructura mas compleja denominada filamento de actina o F-
actina. Esta F-actina constituye un 40% del total de actina (aproximadamente
entre 2000 y 5000 filamentos de actina) en las plaquetas en reposo (Hartwig et
al., 1991). El restante 60% de actina se almacena formando un complejo con [3-
4-timosina, la G-actina globular monomérica, que se transforma en filamentos
tras producirse la activacion plaquetaria, permitiendo asi el cambio morfolégico
de la célula (Safer et al., 1994). El citoesqueleto de actina forma estructuras
como anillos contractiles, que se modifican constantemente debido a ciertas
proteinas asociadas a la F-actina, que controlan Ila ratio de
asociacion/disociacién de nuevas subunidades de G-actina. Algunas de estas
proteinas son la tropomodulina o la Cap Z, que se une a las terminaciones de F-

actina evitando que se afadan nuevas subunidades de G-actina.

Cuando las plaquetas se encuentran en estado de reposo, los filamentos
de actina se interconectan en distintos puntos con una red citoplasmatica rigida
o gel contractil, y poseen sitios de unién con proteinas andamio, como la filamina
y la a-actinina, que facilitan la unién de estos filamentos a otras proteinas
(Rosenberg et al., 1981; Rosenberg et al., 1982). La interaccién entre estos
filamentos de actina y la regién citoplasmatica de la subunidad GPlba del
complejo GPIb-IX-V, mediada por la filamina, es fundamental para la

organizacién estructural de las plaquetas en reposo, puesto que proporcionan
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una via de comunicacion entre el citoplasma y los receptores de membrana,
disponiendo el complejo GPIb-IX-V en linea en la superficie celular, y ademas
comprimen y estabilizan el gel contractil en el citoplasma impidiendo su
dispersiéon (White, 2008).

La estabilizacion o la disrupcién del citoesqueleto de actina tiene un papel
importante en la motilidad celular, en la fagocitosis, la citocinesis y en la
extension o retracciéon de estructuras como las microvellosidades intestinales o

los axones de las neuronas.

-Anillo marginal de microtibulos: Este anillo fue descrito por primera vez
por White, y esta formado por tubulina a y B en un equilibrio dinamico entre
monomeros y polimeros, originando una estructura protofilamentosa al unir la
subunidad B-tubulina de un heterodimero con la a-tubulina del siguiente, de
forma que 13 de estos protofilamentos se unen para formar un Unico filamento
de tubulina con un espacio vacio en su interior. Esta estructura esta conservada
por proteinas llamadas MAP (proteinas asociadas a microtubulos). El anillo
marginal es una de las caracteristicas mas visibles de las plaquetas en reposo al
observarlas al microscopio y, junto al citoesqueleto de la membrana, es el
encargado de proporcional la forma discoidal a estas células, al estar formado
por un unico microtubulo de 100 uM de longitud que se enrolla de 8 a 12 veces
en la periferia plaquetaria, formando un entramado que soporta la estructura de
la célula, de forma que, al desorganizar los microtubulos (White, 1968), se pierde
esta morfologia discoidal. Ademas, su reorganizacién es esencial para la
completa activacion y funcionamiento de la plaqueta en procesos de secrecion.
En la entrada capacitativa de Ca?* (ECC), este anillo actia por un lado como
barrera para prevenir la ECC constitutiva regulada por el STD, y por otro,
apoyando la ECC mediada por los depésitos acidicos de Ca** (Redondo et al.,
2007b). Por otra parte, también esta involucrado en el transporte de vesiculas y

otros organulos.

-Gel contractil o esqueleto de membrana de espectrina: Este gel contractil
es el encargado de envolver la superficie citoplasmatica del sistema canalicular
abierto (SCA) y de los sistemas de membrana que se desplazan hacia el centro
debido a la contraccién del gel. Esta constituido por largas moléculas de
aducina, espectrina y filamentos de actina. La espectrina interacciona con los

filamentos de actina, produciendo una ultraestructura de poros triangulares
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(Patel-Hett et al., 2011). En plaquetas en reposo, los extremos de polimerizacion
de la actina aparecen bien libres o bien unidos a la proteina Arp2/3, e
interaccionan también con la aducina, ya que la afinidad entre el complejo
actina-aducina con espectrina es mucho mayor que la afinidad de la espectrina

con la actina o la aducina por separado (Barkalow et al., 2003).

3.4.-Organelas:

Las plaquetas contienen en su citoplasma una serie de organelas, como
los lisosomas y peroxisomas. Los lisosomas son organelas de pequefio tamafio
que contienen gran cantidad de enzimas degradativas, como las enzimas [3-
galactosidasa, catepsina, aril sulfatasa, p-glucoronidasa y fosfatasa acida (King
et al., 2002). La funcién principal de estos lisosomas es degradar el material
ingerido por fagocitosis o pinocitosis. Por su parte, los peroxisomas son también
organelas de pequefo tamafo que contienen la enzima catalasa, que se

encarga de la degradacion del H,O, (Redondo et al., 2005b).

Ademas, las plaquetas contienen una pequefia cantidad de mitocondrias,
que le dan a la célula la energia necesaria mientras circula por el torrente
sanguineo; un numero escaso de ribosomas; vy, raramente, reticulo

endoplasmico rugoso o vesiculas del aparato de Golgi.

Sin embargo, la estructura mas caracteristica de las plaquetas son los
granulos de secrecién, donde se almacenan moléculas activas biolégicamente,
que son secretadas en los sitios de dafo vascular, y cuya funcion es el
reclutamiento de otras células sanguineas para contribuir a la reparacién de
dicho dafo. En células en reposo, los granulos se localizan cerca del Sistema
Canalicular Abierto (SCA), y al producirse la activacién de las plaquetas, los
granulos se fusionan con este SCA y se secretan al torrente circulatorio
(Flaumenhaft, 2003). Existen principalmente dos tipos de granulos en las

plaguetas: los alfa y los densos.

-Granulos alfa: Son los granulos de mayor tamafo (aproximadamente 200-
400 nm) y los mas abundantes en las plaquetas, conteniendo cada una
aproximadamente 40-60 de éstos. Estan delimitados por una membrana simple y
poseen forma esférica, con nucleos oscuros en el centro, que se corresponden

con los proteoglicanos. En su interior contienen proteinas especiales para la
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adhesion plaquetaria durante la reparacion del vaso. Se producen en el aparato
de Golgi trans (Jones, 1960) y adquieren su contenido molecular en los
megacariocitos, previamente a su fragmentacién, por dos vias. La primera via se
produce a través de la sintesis enddégena de proteinas, como el factor
plaquetario 4 (PF-4), la tromboglobulina y el VWF, y se produce cerca del aparato
de Golgi. La segunda via tiene lugar mediante endocitosis y pinocitosis mediada
por receptores de proteinas citoplasmaticas, como el fibrindgeno, y se realiza en
las regiones periféricas de los megacariocitos (de Larouziere et al., 1998). Esta

segunda via continua en las plaquetas circulantes.

Estos granulos también almacenan multitud de proteinas de membrana,
como la integrina GPlIb/llla, la CD62P y la CD36. Asimismo, almacenan la mayor
parte de la P-selectina, que se expondra al medio extracelular cuando se active
la plaqueta, reclutando asi neutréfilos en el sitio donde se ha producido el dafio
vascular (Diacovo et al., 1996). Por ofra parte, estos granulos alfa contienen
también un gran numero de proteinas encargadas de regular la angiogénesis, lo
que permite a estos granulos modular activamente la formacion de nuevos vasos

en el sitio de reparacion (Folkman et al., 2001).

-Granulos densos: Estos granulos, que tienen un tamafo aproximado de
250 nm, tienen como funcién mas importante la de reclutar plaquetas en el sitio
donde se ha producido el dafo vascular. Esto lo consiguen liberando sustancias
hemostaticamente activas una vez que se ha producido la activacion de las
plaguetas. Algunas de estas sustancias son la serotonina, las catecolaminas, el
ADP, el ATP y el Ca*" (a concentraciones muy altas, de aproximadamente 2 mM)
(White, 2008). Asimismo, contienen pequefas proteinas de unién al GTP y

moléculas de adhesién, como GPlba, integrina ay,B; y P-selectina.

Ademas de estas sustancias, las plaquetas también liberan sustancias
autacoides, prostaglandinas G, (PGG,) y H, (PGH,), TxA, (Marcus, 1978) y el
factor activador de plaquetas (PAF) (Chignard et al., 1979), encargadas de
mediar las primeras fases del reclutamiento de plaquetas hacia el lugar donde se

ha producido el dafio vascular.
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3.5.-Sistema de membranas:

Hay dos tipos de membranas internas, que se diferencian por su contenido

en colesterol. Estos dos tipos de membranas son:

-Sistema canalicular abierto (SCA): Se trata de un sistema complejo de
canales ramificados interconectados a la membrana, de forma que es en
realidad una ampliacion de la misma, con glicocalix, unidad de membrana y
region submembranosa. Sus funciones principales son dos. En primer lugar,
cuando se activan, las plaquetas sufren un cambio morfolégico y el SCA se
evagina, de forma que aumenta asi la superficie secretora. Asi, el SCA se
transforma en una via a través de la que se secretaran los productos
plaquetarios (Flaumenhaft, 2003). En segundo lugar, el SCA sirve también como
reservorio de proteinas y receptores de membrana. Por ejemplo, la tercera parte
de los receptores de trombina se encuentran en el SCA en plaquetas en reposo,
esperando el transporte a la membrana cuando se activan las plaquetas
(Gresele et al.,, 2008) e incluso el transporte de glicoproteinas desde el SCA

hacia los granulos a (Lopez-Vilchez et al., 2007).

-Sistema tubular denso (STD): Formado por un sistema de canales internos
cerrados, que aparece cerca de los microtubulos, rodeando las organelas, y no
conectado con la membrana externa. Tiene una funcién similar al RE liso en
otras células, es decir, de almacenamiento de Ca?* (Jardin et al., 2007; White,
1972). EI STD posee bombas de Ca?* que introducen Ca** en el STD y asi, junto
con otros mecanismos de la membrana, mantienen las concentraciones de Ca?
citosdlico en el rango nanomolar en las plaquetas en reposo. Cuando la célula se
activa por los agonistas, se inicia una cascada de sefales que acaba
produciendo sintesis de IP3, el cual causara la liberacion de Ca®* desde el STD
(Berridge, 1995). Por otra parte, el STD es el principal lugar donde se sintetiza
TxA, y prostaglandinas (PG), dado que en él se localiza la ciclooxigenasa (COX)
(Gerrard et al., 1976; Klinger, 1996).
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Granulo alfa

Sistema canalicular abierto

Microtibulos
Lisosoma

Granulo denso

/ Membrana externa

Mitocondria

Glucdgeno

Sistema tubular denso

Peroxisomas

Figura 1. Morfologia plaquetaria

4.-Funcion plaquetaria.

La funcion fisiolégica principal de las plaquetas es la de mantener la
hemostasia, es decir, evitar la pérdida de sangre al dafiarse un vaso sanguineo y
mantener la integridad del vaso mediante la formacion de un tapén hemostatico.
Para llevar a cabo esta funcion, las plaquetas obtienen su energia mediante la
glucolisis anaerobia a partir de la glucosa, transformando la glucosa en lactato e
hidrogeniones, que seran captados por el acetato, entrando en las mitocondrias
para que se oxiden en el ciclo de Krebs, produciendo ATP y estabilizando asi el
pH de la célula (Akkerman, 1978).

Esta funcidn se realiza a través de tres eventos:

-Adhesion plaquetaria: Producida de manera independiente a la plaqueta.
Comprende el transporte por difusion de las plaquetas hacia la superficie dafiada
y la interaccién de los receptores de membrana con sus ligandos en las
estructuras de la pared lesionada. Cuando el vaso sanguineo se dafa, se
expone el colageno desde el vaso al torrente sanguineo, permitiendo asi la unién
del VWF. Este VWF se unirda a su receptor, el GPIb/V/IX en la membrana
plasmatica de las plaquetas que estan circulando por la corriente sanguinea.

Dada la fuerza de la corriente, este contacto puede ser reversible y no
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provocarse la completa activacion plaquetaria, de forma que volverian al torrente
sanguineo. Es por ello que, una vez preactivadas, las plaquetas exponen al
exterior de sus membranas plasmaticas nuevos receptores, los receptores de
colageno ayBs y GPVI, el receptor de fibronectina aspi y el receptor de
fibrinbgeno GPIIb/llla, los cuales favorecen la uniéon de las plaquetas al
subendotelio que ha sufrido el dafio. Por ultimo, las plaquetas se unen también
de manera estable al endotelio, produciéndose un cambio morfolégico en la
célula, de forma que se reduce la resistencia al flujo de sangre y se emiten
pseudopodos, reclutando otras plaquetas, ademas de eritrocitos y leucocitos y
proteinas plasmaticas de la sangre para detener la hemorragia (de Groot et al.,
2008; Redondo, 2009).

Receptor Ligando
Complejo GPIb/IX/IV FVW
P-selectina
Subunidad GPIlba Trombospondina
Colageno
Subunidad GPIbf Trombina

Factores IX y XII, cininégeno

Integrina leucocitaria Mac-1

GPVI Colageno
Laminina
GPIV Colageno
Integrina a4 Colageno
Integrina asf+ Fibronectina
Integrina asf+ Laminina
Integrina a,33 FVW

Fibronectina
Vitronectina

Osteospondina

Integrina ayibBs FVW
Fibrinbgeno
Fibronectina

Vitronectina

Trombospondina

Tabla 1. Receptores y ligandos involucrados en la adhesién

-Cambio morfoldgico y secrecién de granulos: Las plaquetas pierden la forma
discoidal que las caracteriza, adquiriendo una forma esférica, expandiéndose y

aumentando su superficie mediante la emision de pseudopodos (Hartwig, 1992),
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gracias a la unién de filamentos de actina. Los pseuddépodos pueden ser
filopodios (expansiones citoplasmaticas sostenidas por los filamentos de actina,
que detienen a la plaqueta en el sitio de dafio vascular) o lamelipodios
(expansiones que permiten que la plaqueta recubra una mayor superficie de la
lesion). Las uniones entre los pseuddépodos se rellenan de membrana y los
microtubulos que estan en estrecho contacto con el gel contractil se trasladan al
centro de la célula. Se produce la desintegracién del citoesqueleto y se restituye
a partir de la internalizacién de fragmentos de la membrana externa, lo cual
permite a las plaquetas adquirir forma plana. Estos dos procesos son
independientes y dependen de la reorganizacién del citoesqueleto (Gear, 1994;
Gear et al., 2008; Redondo, 2009), de la redistribucion de los microtubulos
(Carroll et al., 1982; Davies, 1984; Steiner et al., 1979) y de incrementos en la
[Ca®], (Hallam et al., 1985). Ademas, este proceso es fundamental ya que, al
incrementarse la superficie de la membrana plasmatica, se exponen receptores

que antes no estaban expuestos.

La secrecion del contenido de los granulos a y densos ayuda a la
amplificacién de la sefal de activacion de las plaquetas. Para la agregacion de

las mismas, es fundamental la secrecién de endoperoxidos y del TxA,.

-Agregacion plaquetaria: Este mecanismo es fundamental en el control y
mantenimiento de la hemostasia, y esta involucrado en la formacién del tapon
hemostatico y el trombo arterial. Los estimulos fisiolégicos que pueden inducir la
activacion plaquetaria son diversos, y actuan de forma sinérgica, combinando su
accion, de forma que este efecto es mayor que el que pudiera producirse con un
unico agonista. Los agonistas fisioldgicos mas importantes en la agregacion
plaquetaria son, in vivo: el colageno (en las paredes de los vasos sanguineos), el
ADP (secretado por los globulos rojos y por las plaquetas), TxA, y otros
derivados del acido araquidénico (AA) (el cual es sintetizado por las plaquetas
cuando se activan) y la trombina. Otros agonistas, como la serotonina, también
contribuyen al proceso de agregacion y otros, como la epinefrina, no producen
agregacion por si mismos, pero favorecen la agregacién mediada por otros
agonistas (Packham et al., 2008). La agregacién plaquetaria puede ser
reversible o irreversible, y depende del estimulo que la produzca. La reversible
tiene como mision reparar los pequefios dafios producidos en el subendotelio y
el tejido vascular, mientras que la irreversible esta encaminada a formar una

placa hemostatica cuando la lesion en el tejido es muy grave. Es en esta
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agregacion irreversible cuando se secreta el contenido de los granulos a, sobre

todo del receptor del fibrinbgeno o GPlIb/llla (Kaplan et al., 1979) y densos.

5.-Regulacion de la agregacion plaquetaria.

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

vascular.

5.1.-Mecanismos activadores de la funcion plaquetaria.

Entre estos mecanismos estan el colageno, la trombina o el estrés
mecanico del flujo sanguineo, que produce agregacion plaquetaria por el enlace
del VWF con la GPIb/V/IX, con una gran participacién del ADP liberado. La
exposicion de P-selectina en las membranas de células endoteliales y plaquetas
se encarga de mediar la interaccion intercelular mediante el reconocimiento de
estructuras hidrocarbonadas ricas en acido sialico y fucosa. Por ultimo, también
son mecanismos activadores de la adhesidn/agregacion la liberacion al torrente
sanguineo de diversos agentes que inducen, por si mismos o sinérgicamente, la
agregacion de las plaquetas, como son el ADP liberado al fragmentarse los
eritrocitos. También lo es la liberacion del PAF por las plaquetas y otras células
como los neutrdfilos, baséfilos, células endoteliales, macréfagos o el propio tejido
dafado. Este PAF es un fosfolipido que estimula la agregacién plaquetaria y
modula la respuesta alérgica e inflamatoria. Otra sustancia activadora es el TxA,

liberado por parte de los leucocitos activados (de Groot et al., 2008).

Para que las plaquetas participen en la hemostasia y la trombosis, se
necesita un estimulo inicial, que es la lesidon del endotelio vascular, es decir, el
dafo fisico con exposicién de la membrana basal rica en colageno o la
disfuncion endotelial con desbalance de la produccion de mediadores anti y

proagregantes (Pulcinelli et al., 1995).
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Al adherirse al endotelio, las plaquetas son capaces de atraer mas
plaquetas P-selectina positivas, y ademas se producird el reclutamiento y
activacion de los leucocitos, los cuales se unen de forma irreversible a la
superficie plaquetaria mediante la molécula de adhesion intercelular 2 (ICAM-2).
Por otra parte, se produce también la activacién del receptor para el fibrindgeno
soluble, y la participacion de los fosfolipidos de la membrana plaquetaria como
co-factores para la cascada de reacciones enzimaticas de la coagulacion, de

forma que se favorece la formacion del trombo arterial (Chow et al., 1992).

Asimismo, ciertos componentes de los granulos plaquetarios, que se
liberan durante la activacion, influyen sobre otras células. Uno de estas
sustancias es el factor de crecimiento derivado de la plaqueta (PDGF), que
estimula la proliferacion celular y tiene un importante papel en la cicatrizacion de
heridas y la aterogénesis (Hannink et al., 1989). Otras de estas sustancias son el
TxA, y la 5-hidroxitriptamina (5HT), potentes vasoconstrictores (Kruithof et al.,
1986); y el inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1), con accién
antifibrinolitica (Alessi et al., 2007).

5.1.1.-Agonistas plaquetarios.

Los agonistas plaquetarios de mayor importancia fisiolégica son los

siguientes:

-Adenosina bifosfato (ADP): En los afios 60, el ADP se identific6 como
un factor derivado de los eritrocitos, que causaba adhesion plaquetaria, ademas
de agregacion, y mediaba los procesos de trombosis y hemostasia (Born, 1962).
Posteriores estudios demostraron que el ADP se almacena en los granulos
densos de las plaquetas a concentraciones cercanas a molar, y se libera cuando
las plaquetas se estimulan por otros agonistas como la trombina o el colageno,
de forma que se refuerza y se amplifica la agregacion (Gachet et al., 2008). El
ADP se considera un agonista débil de la PLC y de la agregacion, puesto que en
los primeros 30 segundos tras la activacion de los receptores, se produce la
primera fase de la agregacion, reversible, y necesita de la sintesis de TxA;, para
empezar la segunda fase de la agregacion, la irreversible (Gachet et al., 1997). A
pesar de ser un agonista débil, es un co-activador fundamental para que la
respuesta del resto de los agonistas plaquetarios sea la adecuada, incluso la de

los mas débiles, como la serotonina o la epinefrina (Gachet et al., 2008). Este
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ADP provoca diversos eventos moleculares, como la movilizacion de Ca?* muy
rapida y transitoria desde los depdsitos y la posterior entrada desde el medio
extracelular (Lopez et al., 2006a). EI ADP también activa a la PLA,, de forma que
se libera AA, lo cual conduce a la generacién de TxA,. Por ultimo, el ADP inhibe
a la AC y la producciéon de AMPc, siendo esto fundamental para la activacién
plaquetaria, aunque sin un papel relevante en la agregacion mediada por ADP,
debido a que ésta soélo se produce con una previa activacion de la AC por

prostaglandinas u otros activadores (Haslam, 1973).

-Trombina: Producida a partir de la protrombina, es el segundo de los
agonistas fisioldgicos de la activacién plaquetaria, y un componente esencial en
el sistema de coagulacion sanguinea. La respuesta de la plaqueta a este
agonista estd mediada de forma parcial por el complejo GPIb/IX/V v,
mayoritariamente, por los PAR (GPCRs activados por proteasas). Estos PAR se
activan por la protedlisis producida por la trombina de un fragmento extracelular
del extremo amino del receptor, de tal manera que se genera un nuevo extremo
amino, con un ligando SFLLRN (en el PAR1) y AYPGKF (en el PAR4), que
activara cada receptor (Vu et al,, 1991). En el sitio donde se ha producido el
dafo vascular, tras la unién de la primera monocapa de plaquetas adherentes, la
trombina, junto al ADP y el TxA,, adquiere un importante papel reclutando otras
plaquetas no activadas. La respuesta de las plaquetas a esta trombina produce
una reorganizacién del citoesqueleto, asi como la secrecion del contenido de los
granulos, la exposicion de la GPIIb/llla y, por ultimo, la agregacion plaquetaria.
Todo esto se produce debido a la activacion de vias intracelulares, estando la
mayor parte de ellas mediadas por proteinas G de membrana, entre las que
destaca la activacion de la PLC (que esta implicada en la homeostasis del Ca**
intracelular), de la fosfolipasa A, (PLA2) (que moviliza AA y por tanto TxA,
mediado por COX-I) y la enzima PI3-K. Por otra parte, la trombina activa también
miembros de la superfamilia Ras, como son Rac, Rho o Rap1B (importante en la
reorganizacion del citoesqueleto y el cambio de forma de la plaqueta). Asimismo,
la trombina inhibe la actividad de la AC, productora del AMPc responsable de
mantener a las plaquetas en estado inhibido, de forma que no se activan per se

0 por estrés mecanico en el torrente sanguineo (Brass et al., 2008).
-Colageno: Hay 9 tipos de colageno descritos (1, I, IV, V, VI, VI, XII,
X'y XIV) en el sistema vascular humano. Entre ellos, el I, el lll y el V son las

proteinas mas abundantes en los vasos sanguineos (20-40%), y es el IV el
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principal componente de la membrana de la base del tejido subendotelial que
soporta los vasos (Barnes, 1985). Estos tipos de célageno presentan una alta
reactividad por las plaquetas y proporcionan el primer estimulo para que se
produzca la adhesion plaquetaria y la agregacion tras el dano vascular (Siljander
et al., 2008). Los principales receptores de colageno son la glicoproteina GPVI y
la integrina GPlIb/la. La glicoproteina GPVI funciona como receptor y es
imprescindible para que se produzca la activacion inducida por colageno a través
de la PLC (Nieswandt et al., 2001; Sixma et al., 1997) y a su vez activa a otros
receptores de la adhesién, como la GPlIb/la, que, aunque no es imprescindible,
fortalece la adhesién plaquetaria con el colageno subendotelial (Nieswandt et al.,
2001). La susceptibilidad a la aspirina de la agregacion inducida por colageno
sugiere lo importante que es la liberacibn de TxA; en su mecanismo de
activacioén plaquetaria. La aspirina es un inhibidor de la ciclooxigenasa | (COX-I)
y la ciclooxigenasa Il (COX-Il), que son enzimas precursoras de la sintesis de
PGs y TxA, (Ueno et al., 2011).

-Tromboxano A, (TxA,): Se trata de un metabolito resultante del
metabolismo del AA. Este AA liberado es un sustrato para COX-l o las vias de
las lipooxigenasas, produciéndose TxA,, que actia como un potente agonista
plagquetario, induciendo un cambio en su morfologia, la secrecién de los granulos
y la agregacion. Todos estos fendmenos van acompafnados de incrementos en la
[Ca?'],, de la activacion de PLC con la consecuente produccion de IP; y DAG, la
activacion de la proteina cinasa C (PKC) y la fosforilacién de la pleckstrina (P47),
la estimulacién de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) que fosforila
la cadena ligera de la miosina (MLC), la activacién de PLA, que producird mas
AA, y por ultimo la exposicion en la membrana de los sitios de unién a la
GPIIb/llla (Halushka et al., 1995). Aunque los procesos de cambio de morfologia
e incremento de la [Ca?'], ocurren de forma independiente a la accién de otros
agonistas, para que la plaqueta se agregue completamente bajo la accién del

TxA,, éste necesita de la participacién del ADP y la epinefrina (Paul et al., 1999).

-Epinefrina: La epinefrina es un agonista débil encargado de amplificar
el efecto de otros estimulos. Esta sustancia moviliza Ca®* y permite la
agregaciéon en plaquetas preactivadas con trombina, incluso con
concentraciones bajas (0,21 nM), mediante los receptores a.a-adrenérgicos. De
esta forma, participa en el mantenimiento de la hemostasia y trombosis en los

tejidos vasculares (Grenegard et al., 2008). Por otra parte, la epinefrina reduce la
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produccion de AMPc, de forma que inhibe la actividad de la AC (Jakobs et al.,
1976).

5.2.-Mecanismos inhibidores de la funcién plaquetaria.

Para inhibir la adhesion plaquetaria en un endotelio sano, las células de
este endotelio liberan mediadores quimicos. Entre ellos destacan la heparina
(que actua previniendo la estimulacion de los receptores de trombina) y las PG y
la prostaciclina (que regulan negativamente la funcibn de muchas vias de
sefalizacion en la plaqueta). La PGE; o PGl; estimulan la sintesis de AMPc, que
activa la proteina cinasa A (PKA), la cual fosforila diversas proteinas, lo cual
produce una reduccién de la liberacién de Ca*. La activacién de la PKA inhibe
ademas la PLC y la PLA; y la polimerizacién de actina (Redondo, 2009). Por otra
parte, hay que destacar también el papel del 6xido nitrico (NO), que es un
producto del metabolismo de los aminoacidos, que se sintetiza en las células
endoteliales y en las plaquetas bajo condiciones de estrés, y que estimula la
sintesis de guanosina monofosfato ciclica (GMPc), de forma que actua de
manera similar al AMPc. De hecho, tanto el GMPc como el AMPc trabajan
sinérgicamente, regulando la funcion plaquetaria (Moore et al., 2010). En ultimo
lugar, las células del endotelio vascular expresan en sus membranas CD39, una
enzima que posee actividad ATP difosfohidrolasa, que degrada ATP y ADP,
reduciendo asi la capacidad de ambos para estimular las plaquetas (Redondo,
2009; Watson, 2009).
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Figura 2. Mecanismos de adhesién y activacion plaquetaria (modificada de Jackson, 2011)

6.-Vias de senalizacion de la activaciéon y agregacion plaquetaria.

Una vez que las plaquetas se estimulan por los agonistas, se producira una
serie de eventos intracelulares hasta que las plaquetas respondan. Estos
eventos necesitan de la participacién de diversas vias de sefializacion, en las
que esta involucrada, directa o a través de segundos mensajeros, una compleja
maquinaria celular interrelacionada. A continuacion se describen las principales

moléculas implicadas en las diferentes vias de senalizacion.
-Fosfolipasa A, (PLA;): Es una enzima de 85 kDa, encargada de la

produccion de la mayor parte del AA, que deriva de la estimulacién plaquetaria

por agonistas fisiolégicos. El AA es un acido graso almacenado en posicion sn-2
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en las membranas de fosfolipidos, sobre todo en la fosfatidilcolina, la
fosfatidiletanolamina y el fosfatidilinositol. Cuando se activa la plaqueta, la PLA;
se encarga de hidrolizar el AA por la regién sn-2 (aunque también puede

hidrolizar otros fosfolipidos con otras cadenas acilos) (Gelb et al., 2008).

En mamiferos, la PLA, se transfiere desde el citosol hasta la region
perinuclear, donde se situan el nucleo, el RE y el aparato de Golgi. No obstante,
no hay pruebas de la translocacion de PLA; hacia los elementos de membrana
(STD y SCA) en las plaquetas, aunque puede suponerse esto puesto que tanto
COX-I como la tromboxano sintetasa estan localizados en el STD (Carey et al.,
1982). La activacion de la PLA, se puede producir tanto por un aumento en la

[Ca®*]. como por fosforilacién (Gelb et al., 2008).

Con respecto a su regulacion por Ca?*, la PLA, tiene un dominio C2 en su
extremo N-terminal, dominio que es el elemento de unién de la fosfolipasa a los
ligandos de una forma dependiente de Ca®*, respondiendo a incrementos del
orden de nM en la [Ca*].. De esta forma, la mayor parte de los agonistas que
aumentan la [Ca®']. via IPs;, vaciando los depdsitos intracelulares de Ca* vy
provocando la apertura de canales en la membrana que permiten la entrada
masiva de Ca®" desde el medio extracelular, activan la PLA, aumentando la
produccion de AA. Hay también otras vias de entrada de Ca?*, donde los canales
se encuentran regulados por tirosinas cinasas (Pasquet et al., 2000). Varios
estudios han concluido que la PLA, es fosforilada en los residuos de serina 437,
454, 505 y 727, siendo ser-505 (MAP cinasa) y ser-727 (Mnk1-, PRAK1 cinasa)
los mas importantes para la actividad catalitica de esta enzima. La actividad de
la PLA, es tres veces mayor cuando esta totalmente fosforilada, pero la
fosforilacion por si sola no activa la PLA,, aunque si incrementa la respuesta de

ésta a los aumentos de la [Ca®'], (Gelb et al., 2008).

-Fosfolipasa C (PLC): Con una masa molecular de aproximadamente 150
kDa, la familia de las PLC juega un papel fundamental en la activacion
plaquetaria mediada por receptor. Esta familia tiene numerosas isoformas, de las
cuales las subfamilias B y y son las mas importantes en las plaquetas. La PLC es
una enzima hidrolitica y dependiente de Ca?*, con preferencia por el PIP,, al cual
hidroliza, produciendo IP; y DAG, dos mensajeros intracelulares muy
importantes (Berridge, 1995). Ademas de la produccion de estos dos

mensajeros, la hidrolisis de PIP, por la PLC tiene otras consecuencias. PIP; es el
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sustrato preferido de la enzima PI3-K, que es activada tras ser estimuladas las
plaguetas por un agonista y cambia un fosforo del PIP, a la tercera posicion del
anillo, generando el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3).
Por lo tanto, la activacion de PLC disminuye el sustrato de la PI3-K, afectando a
las vias de sefalizacién de esta cinasa (Rittenhouse, 1996). Otra de las
consecuencias de la hidrolisis de PIP, es la liberacion de profilina y gelsolina,
proteinas involucradas en la regulacidon de la polimerizacién de actina, que se
hallan secuestradas en la membrana, unidas al PIP,, en las plaquetas en reposo.
En ultimo lugar, la hidrélisis de PIP, mediada por PLC, bien por la activaciéon de
las plaquetas o por factores de crecimiento polipeptidicos, como el PDGF, el
factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento de los
fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF), permite el reciclado

de los fosfoinositoides (Rhee et al., 1992).

Todas las PLC estan formadas por diferentes dominios. En el extremo N
tienen un dominio de homologia a pleckstrina (PH), seguido de cuatro dominios
EF-hand (que unen Ca?*). Este dominio PH interactua con las membranas, por lo
que se piensa que puede participar en la translocacion de la PLC a las
membranas y su interaccion con las proteinas de membrana (Torti et al., 2008).
El dominio catalitico de la PLC varia segun la isoforma, y esta constituido por
dos regiones, X e Y, separadas por mas o menos aminoacidos (50-60 en las
isoformas PLCO y PLCPB y 400 en la isoforma PLCy), con dos dominios de union
a Src (SH-2 y SH-3), todos incluidos en un segundo dominio PH, necesario para
la activaciéon de la PLC en plaquetas, puesto que existen pruebas de que otras
proteinas con el dominio PH pueden inhibir la hidrélisis de PIP, inducida por
agonistas (Abrams et al., 1995). La unica isoforma de PLC regulada por
proteinas G es la PLC[, que es activada por agonistas fisiologicos como la
trombina, el ADP y el TxA,. Las principales isoformas en plaquetas, por su parte,
son la PLCB2 y PLCR3. La activacion de la PLCB2 por las subunidades By de la
proteina G es el principal mecanismo en la hidrdlisis de PIP, tras la estimulacion
con trombina, mientras que PLCB3 media la hidrélisis de PIP, tras la
estimulaciéon con ADP, y ésta es activada por la subunidad aq de la proteina G
(Torti et al., 2008). La activacién de la PLCy2 mediada por colageno en
plaquetas requiere la contribucién de numerosas moléculas, entre las que se
encuentran las tirosina cinasas Fyn, Lyn, Syk y BtK, que mediarian la
fosforilacion de los residuos de Tyr753 y Tyr759 (Ozdener et al., 2002), la
proteina adaptadora LAT y las proteinas SLP-76 y PIP; (Torti et al., 2008).
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-Inositol-1,4,5-trifosfato (IP3): Se trata de un segundo mensajero soluble, que
promueve de forma rapida el vaciamiento de los depésitos intracelulares, por la
activacion de su receptor (IP3R), que sufre un cambio conformacional que
permite la liberacion de Ca?*. Existe ademas una ruta alternativa para el IP5, que
podra ser fosforilado pasando a inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato (IP,). A pesar de
que el IP, no es capaz de movilizar Ca?* desde los depositos intracelulares, si
regula los flujos de Ca?* (Luckhoff et al., 1992).

-D-1,2-diacilglicerol (DAG): EI DAG es un segundo mensajero de naturaleza
lipidica que esta unido a la membrana. Su funciéon es la de mediar la
translocacion y la activacion de la proteina cinasa C (PKC), que fosforila residuos
de serina y treonina. El DAG también puede actuar como segundo mensajero
para la apertura de canales no capacitativos en la membrana plasmatica. Se
inactiva de forma rapida mediante fosforilacion por la DAG cinasa, que lo
convertira en acido fosfatidico (PA), precursor de la biosintesis de los

fosfolipidos.

-Proteinas serina/treonina (Ser/Thr) cinasas: Las rutas de transduccién de
sefales usan proteinas cinasas para modificar la funcion de las proteinas
mediante su fosforilacion; entre ellas se encuentra la familia de las Ser/Thr
cinasas. Recientes investigaciones han revelado los mecanismos usados por
esta familia para reconocer su sustrato especifico. Las cinasas dependen del
anclaje mediante interacciones directas con el sustrato, usando lugares distintos
a la secuencia fosfoaceptora, y las interacciones que se producen al anclarse
con el sustrato también contribuyen a la especificidad y regulacién de la actividad
cinasa. Al analizar su estructura, se observa que los lugares usados para el
anclaje de los sustratos también pueden unir extensiones N- y C-terminales al
centro catalitico de la cinasa y participar en la regulacion de su actividad (Biondi

et al., 2003). Las proteinas Ser/Thr mas importantes son:

-Proteina cinasa A (PKA): Se trata de una proteina heterotetramérica
regulada por AMPc, formada por dos subunidades cataliticas y dos subunidades
reguladoras que inhiben la accion de las cataliticas. De esta forma, cuando las
subunidades reguladoras se unen a AMPc, las cataliticas se liberan,
permitiéndoles realizar su funcion fosforilando residuos de Ser/Thr. Esta cinasa
contribuye al estado de reposo de las plaquetas gracias a su papel en la

regulacién de la homeostasis del Ca®* en las plaquetas humanas y los
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megacariocitos. Aumentos en la concentracion de AMPc estimulados por PG
activaran la PKA, que fosforila por su parte los receptores de IP;, disminuyendo
la liberacién de Ca?* desde los depésitos intracelulares mediada por IPs. La PKA
no sélo inhibira la liberacion desde los depdsitos, sino que ademas regulara de
forma negativa la actividad de la PLC (reduciendo la formacion de IP; y DAG) y
de PLA,, e incluso la polimerizacion de actina (Redondo, 2009). Aparte de su
efecto sobre la liberacion de Ca?*, PKA regula la maquinaria que contribuye a
disminuir la [Ca®']. tanto en el RE como en la membrana plasmatica. De esta
forma, PKA regula la bomba ATPasa de Ca®" de la membrana plasmatica
(PMCA) (Strehler et al., 2001) y el intercambiador Na*/Ca?* (NCX) (Blaustein et
al., 1999) en la membrana, e inhibe a fosfolamban, que reduce la actividad de la
ATPasa de Ca?* del RE (SERCA) en el RE (Metcalfe et al., 2005). Por ultimo, la
PKA tiene un efecto regulador sobre Rap 1b, GP1b-a, VASP, MLCK y sobre
proteinas unidas a actina (ABP) (Daniel et al., 2008).

Ademas de activarse por AMPc, la PKA puede ser activada de manera
independiente a éste, a través de su unién a IkB, que forma parte del complejo
NFkB-IkB, el cual tiene un importante papel en la diferenciacién y maduracién de
los megacariocitos. En plaquetas, una vez que éstas se han activado por
colageno o trombina, IkB se va a disociar del complejo NFkB-IKB, y se unira a
PKA activandola. A su vez, ésta fosforilara a VASP vy otras dianas de la PKA,
participando asi en un mecanismo inhibitorio que reduce la activacion

plaquetaria ante un estimulo débil (Gambaryan et al., 2010).

-Proteina cinasa C (PKC): Esta familia de cinasas juega un papel
esencial en la transduccion de sefales una vez que sus agonistas han activado
a los receptores. La PKC fosforila un gran nimero de proteinas en residuos de
Ser/Thr esenciales para numerosos procesos fisioldgicos en las células, como la
diferenciacion o proliferacion celular. En las plaquetas regulan varias funciones,
como la agregacion, el vaciamiento del contenido de los granulos, la movilizacion
de Ca?' intracelular y la regulacién de la forma de la célula. Los miembros de la
familia de la PKC se activan de forma reversible por el DAG, tras la activacion de

la PLC mediada por receptores de membrana (Abrams et al., 2008).
La PKC parece estar implicada en un gran numero de respuestas
inhibitorias en las plaquetas, fosforilando varias proteinas y reduciendo su

actividad. Algunas de ellas son: la PLC, la AC, la PLA,, la PI3-K y la MLCK. La

59



Antecedentes bibliograficos

fosforilacion e inhibicion de esta bateria enzimatica produce alteraciones en la
liberacién de Ca?*, la produccion de AMPc y la generacion de AA (Abrams et al.,
2008; Bushfield et al.,, 1987; Ryu et al., 1990). Asimismo, es la PKC la que
produce la desensibilizacion de los receptores, via fosforilacion, cuando éstos se
activan por sus agonistas. El receptor del TxA; (TP), por ejemplo, del que s6lo ha
sido descrita la isoforma TPa en las plaquetas, es fosforilado por la PKC tras su
activacién (Habib et al., 1997).

La PKC es esencial para la agregacion plaquetaria, puesto que al inhibirla
se previene la agregacion en respuesta a la mayor parte de los agonistas.
Asimismo, se ha demostrado que la activacion de la PKC ocurre en paralelo a la
activacion de la integrina GPIlIb/llla para unir fibrindgeno y colaborar en la
agregacion (Gabbeta et al., 1996). La inhibicién de la PKC mediante un inhibidor
especifico bloquea la activaciéon de GPIlb/llla y su capacidad para unir

fibrindbgeno es otra de las conclusiones obtenidas (Shattil et al., 1992).

La PKC esta implicada también en la secrecion de los granulos densos y
los granulos a, de forma independiente a la agregacion. Aunque aun no estan
muy claros los mecanismos sobre los que actua, al usar inhibidores especificos
de la PKC se bloquea la secrecion tras el estimulo con agonistas como la

trombina (Abrams et al., 2008; Geanacopoulos et al., 1993).

Las plaquetas expresan diferentes isoformas de la familia PKC,
incluyendo las isoformas clasicas a y B (dependientes de Ca* y DAG) y las
nuevas isoformas PKD &, 8 y n (dependientes de DAG pero independientes de
Ca?"). Asimismo, en plaquetas de ratén, pero no en humanas, se ha encontrado
la PKC ¢.

-Proteina cinasa G (PKG): Se trata de una proteina homodimérica
constituida por dos subunidades: una soluble (PKG I) y la otra anclada a la
membrana (PKG Il). Esta cinasa es el principal efector de las rutas metabdlicas
de GMPc y NO, pudiendo activarse incluso por AMPc, inhibiendo asi la
activaciéon plaquetaria (Casteel et al., 2010). Esta PKG actua en numerosas
ocasiones de manera coordinada y sinérgica con PKA, de forma que resulta
dificil distinguir su accién de la segunda. La PKG inhibe la PLC, la liberaciéon de
Ca?" através del IP;R y la VASP (Daniel et al., 2008).
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-Cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK): La funcién de esta MLCK
esta regulada fundamentalmente por la [Ca®']., aunque su activacion se produce
asimismo por trombina y PAF a concentraciones basales de Ca?* intracelular.
Por su parte, la fosforilacién de las cadenas ligeras de miosina actua sobre el

aparato contractil de las plaquetas, organizando asi los granulos de secrecion.

-PKB: Directamente relacionada con los 3-fosfoinositoles, la
serinal/treonina cinasa Akt (PKB) es activada por el PDGF en un proceso que
requiere PI3-K unida a sitios especificos del receptor del PDGF (Franke et al.,
1995). El IP; interacciona con un dominio PH de Akt, estimulando su actividad

cinasa.

-Proteinas tirosina cinasas (PTKs): Catalizan la transferencia de un fosfato
desde una molécula de ATP a un residuo de tirosina en la molécula
seleccionada, constituyendo uno de los procesos mas basicos e importantes en
el control, la integracion y la amplificacion de las sefnales intracelulares de las
respuestas fisiologicas. Las PTKs pueden ser divididas en dos grandes familias:
las tirosina cinasa receptor (RTKs), que se encuentran en la membrana
plasmatica; y las tirosina cinasa no receptor (NRTKSs), libres en el citoplasma.
Las plaquetas humanas contienen un gran niumero de PTKs, con proporciones
muy bajas de RTK en sus membranas, entre las que cabe destacar el receptor
de PDGF, siendo la mayor parte de la familia NRTKs, dentro de la que se
encuentran las Src, las Syk y las cinasas de adhesion focal (FAK). Importantes
miembros de la familia Src son la pp60-src, la pp60fyn, pp54, 58lyn, pp61hck y
pp62c-yes (Courtneidge et al., 1993).

La fosforilacién en residuos de tirosina esta implicada en diversas respuestas
funcionales de las plaquetas, como la regulacion de la actividad PLC, la
agregacion y la secrecion. Por ejemplo, la translocacion y activacién de FAK, que
se une a las integrinas, puede representar uno de los primeros eventos
inducidos por la ocupacion de integrinas en la superficie de la célula, debido a
las interacciones entre FAK y varias proteinas del citoesqueleto, lo cual produce

una agregacion irreversible (Levy, 2008).
-Proteinas tirosina fosfatasas (PTP): Las plaquetas poseen una elevada
concentracion de proteinas con actividad tirosina fosfatasa (Jackson et al.,

1996). Debido a que la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina es el
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resultado del balance de dos acciones opuestas, tirosina cinasa y tirosina
fosfatasa, cuando la actividad fosfatasa es inhibida mediante inhibidores se pone
de manifiesto la agregacion plaquetaria con una unica fosforilacion transitoria de
proteinas en residuos de tirosina (Inazu et al., 1990). La multiplicidad de sefales
producidas al aumentar la fosforilacion en tirosina en plaquetas humanas, asi
como la activacion de PLC, resulta en la interaccibn de complejos de
sefalizacién con sus dominios SH-1 y SH-2 (Ullrich et al., 1990). Estos dominios
son sitios especificos de reconocimiento que estan asociados con residuos de
fosfotirosina y que permiten sefalizar enzimas como PLc-y, PI3-K y NRTKs
como los productos génicos para asociarse con proteinas con tirosinas
fosforiladas (Vogel et al., 1993). Asimismo, las proteinas tirosina fosfatasas
poseen un importante papel en la ECC en plagquetas humanas. Una vez
estimuladas estas plaquetas con trombina o habiendo vaciado sus depésitos
intracelulares de Ca?" usando TG+lono, la proteina a-actinina asociada al canal
TRPC1, esencial para la ECC en plaquetas, sufre una desfosforilacién seguida
de una rapida fosforilacion necesaria para la activacion de la ECC (Redondo et
al., 2007a).

-Proteinas Ser/Thr fosfatasas (PP): La PP1 es la fosfatasa mas estudiada, y
participa en procesos celulares como la adhesion plaquetaria, mediante su
interaccion con la integrina GPIlIb/llla. Cuando esta fosfatasa esta inactiva, la
subunidad catalitica de PP1 se halla unida directamente a la subunidad Ilb de la
integrina. Una vez producida la activacion plaquetaria, la subunidad catalitica de
PP1 se disocia de la subunidad anclada a la membrana y desfosforila la MLC, lo
que es requerido para despolimerizar y reorganizar el citoesqueleto (Bouaziz et
al., 2007; Vijayan et al., 2004). Ademas, la cofilina es regulada por una Ser/Thr
fosfatasa en el residuo Ser3, que se une al citoesqueleto de actina al
desfosforilarse, reduciendo asi la longitud de los filamentos de actina al retirar
monomeros de G-actina, siendo esta despolimerizacion necesaria para que se
produzca la ECC (Redondo et al., 2006).

Podemos concluir que la sefalizacion intracelular plaquetaria es un proceso
complejo finamente regulado, en el que cada agonista plaquetario usa una o
varias vias de transducciéon celular, y en el que muchas de estas vias son
compartidas por los agonistas. Por ejemplo, el colageno, la trombina y el TxA,
activan la PLC, via proteinas G, y la produccién de IP; que provocara el cambio

conformacional de IPsR permitiendo la liberacién de Ca** de los depdsitos
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intracelulares hacia el citoplasma. Este incremento en la [Ca®'], activara por su
parte otras rutas, como la activacién de la miosina cinasa (que produce cambios
en el citoesqueleto). Asimismo, la activacién de la PLC produce DAG, que
activara la PKC, que fosforilara diversas proteinas activando nuevas vias, de
forma que se acabara produciendo la agregaciéon plaquetaria. Muchas de estas

vias son reguladas por la [Ca?']..

7.-Células de cultivo HEK293.

Para los experimentos de esta Tesis, ademas de las plaquetas, se utilizé
también la linea celular HEK293 (Human Embryonic Kidney 293 cells), debido a
la facilidad de su cultivo y su transferencia (es por ello que se han convertido en
una de las lineas celulares mas usadas en investigacion en biologia celular,
ademas de en biotecnologia para producir proteinas terapéuticas y virus para
terapia génica). Estas células son derivadas de células embrionarias de rifidén

humano, obtenidas a partir de cultivo celular.

Las células HEK293 se generaron en los afios 70 al transformarse cultivos
de células embrionarias de rindbn normales. La transformacion se realizo
mediante exposicion a fragmentos cortados de ADN del adenovirus de tipo 5
(Ad5) en el laboratorio de Alex van der Eb en Leiden, Holanda (Thomas et al.,
2005). Las células embrionarias de rifion humanas se obtuvieron de un feto sano
abortado en 1972 y fueron cultivadas al principio por el propio Van der Eb. La
transformacion por el adenovirus fue llevada a cabo por Frank Graham, el cual
publicd sus resultados en los afos 70 (Graham et al., 1977). El numero 293

proviene de la costumbre de Graham de numerar sus experimentos.
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Figura 3. Células HEK293 en cultivo (extraida de www.atcc.org)

La transformacion se realiz6 mediante la insercion de 4,5 kilobases del
genoma virico en el cromosoma 19 humano. Hasta hace poco, las HEK eran las
Unicas células transformadas por el Ad-5, aunque también existen ya las HER

(Human embryonic retinal cells), transformadas por la insercién de Ad-5 y Ad-12.
Algunas de las caracteristicas de este tipo celular son:
-Receptores endoégenos:

La principal razén para elegir una linea celular de cultivo en lugar de células
nativas para el estudio, por ejemplo, de canales idnicos heterooligoméricos
recombinantes con unas subunidades definidas es que sus propiedades pueden
ser estudiadas aisladas de otros receptores de las mismas o de diferentes
familias. Sin embargo, y dependiendo de la fuente de la linea celular parental,
podria haber interferencia con las proteinas enddgenas expresadas
constitutivamente en la célula hospedadora. En el caso de las células HEK293,
una complicacion potencial en el estudio de corrientes idnicas puede deberse a

la presencia de canales de potasio operados por voltaje. A pesar de que la
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mayoria de los estudios de expresion recombinante que usan electrofisiologia se
realizan con algun tipo de protocolo de voltage clamp, la presencia de estos
canales es significativa (sobre todo cuando la expresién de la proteina endégena
es baja), puesto que generan corrientes del rango de varios cientos de
picoamperios tras la despolarizacion, y muestran conductancias y densidades de
corriente comparables a las de los canales operados por voltaje nativos en
neuronas del hipocampo y la corteza (Yu et al., 1998). La cantidad de proteinas
presentes constitutivamente en las células HEK no se limita a los canales
operados por voltaje, como canales de calcio (Berjukow et al., 1996), sino que
también se han encontrado proteinas intracelulares reguladoras de origen
neuronal. Un extenso estudio realizado por Shaw et al. (Shaw et al., 2002)
utilizando deteccion por microarray sugiere que existen ARNm para 28
receptores asociados a proteinas G, lo cual implica que las vias de senalizacion
de proteinas G que involucran al diacilglicerol (DAG), IP3 y calcio funcionan en

las células HEK.

-Transfeccion celular:

Uno de los motivos por los que se uso la linea celular HEK293 en esta Tesis
es su facilidad de transfeccién con plasmidos para silenciar o sobreexpresar
ciertos genes. Esta transfeccion, en esta linea celular, puede llevarse a cabo

utilizando diferentes técnicas:

-Electroporacion: Las células son sometidas a un intenso campo
eléctrico (1 kV/cm), provocando poros transitorios en la membrana a través de
los cuales entrara el acido nucleico a transfectar. Normalmente se usa ADNc,
puesto que es mas estable que el ARNc, y la eficiencia de la transfeccion suele
ser del 30%, aunque puede llegar a ser del 80%, con técnicas como la

nucleofeccion.

-Precipitacion con fosfato calcico: Este es un método barato y
accesible, para el cual no se necesita equipamiento especial. Sin embargo, la

eficiencia de la transfeccion varia mucho, debido a los cambios de pH del medio.
-Otras técnicas: La lipofectamina 2000 es uno de los agentes mas
recientemente usados para transfectar ADN a la célula por fusién e incorporacion

de microsomas lipidicos en la bicapa lipidica de la célula.
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-Farmacologia:

Como se ha dicho antes, la fidelidad con la que las células HEK pueden
expresar receptores exégenos hace que estas células puedan transfectarse por
diferentes métodos, permitiendo asi la expresion de diferentes proteinas de
estudio. Por ejemplo, las células HEK se han utilizado para expresar una amplia
variedad de proteinas importantes para la neurofarmacologia: canales iénicos
sensibles al voltaje (sodio, potasio, calcio), receptores unidos a proteinas G,
canales ionicos operados por ligandos... Ademas, estas ceélulas expresan
suficientes proteinas como para poder realizar experimentos bioquimicos como

Western Blotting o inmunocitoquimica.

Sin embargo, existen también algunos problemas al usar este tipo celular,
puesto que existen receptores enddégenos y canales constitutivamente
expresados en la célula, como se comentd anteriormente, lo cual hace que estas
células se utilicen para estudiar determinados tipos de proteinas. Otra de las
desventajas del uso de las células HEK293 es que las células se dividen
bastante rapido (aproximadamente en un dia), lo cual hace que se formen
racimos celulares que dificultan su uso para, por ejemplo, electrofisiologia o

técnicas de Imaging.

8.-Homeostasis del Ca?".

El Ca®* es uno de los mensajeros intracelulares mas extendidos en el reino
animal, puesto que participa en procesos tan importantes como la contraccion
muscular, la secrecion, la proliferacién y el crecimiento celular, la expresion de
genes, la agregacion plaquetaria e incluso la muerte celular programada o
apoptosis. Es por ello que los agonistas modulan la [Ca®"], para regular estas
funciones. Cuando es necesario aumentar la [Ca2+]c, las células lo liberan desde
los depdsitos intracelulares y permiten la entrada de Ca** desde el medio
extracelular, a través de la membrana plasmatica. Por otra parte, cuando las
células quieren reducir la [Ca®']., ponen en marcha mecanismos para reintroducir
el Ca?" en los depdsitos intracelulares o para bombearlo al medio extracelular a
través de la membrana plasmatica, mediante transportadores que necesitan ATP

para realizar su funcion (Berridge, 1997).

66



Antecedentes bibliograficos

Una célula, en estado de reposo, mantiene la [Ca®] muy baja
(aproximadamente 20 nM), mientras que la concentracion de Ca?* tanto en los
depdsitos (1 mM) como en el medio extracelular (1,2 mM) es mucho mas
elevada. Esto produce un fuerte gradiente electroquimico que las células tienen
que regular, mediante una sofisticada maquinaria para almacenar el Ca®" en los
depositos intracelulares o para expulsarlo al exterior celular, mediante el uso de
las ATPasas. Por otra parte, las células poseen asimismo mecanismos que
permiten la liberacion del Ca?* almacenado en los almacenes intracelulares o el
paso de Ca?* extracelular a través de las membranas, sélo por canales mas o
menos especificos para Ca®* y otros cationes, que estan cerrados cuando las
células se encuentran en reposo, evitando de esta forma el incremento de Ca?

en el citoplasma que produciria apoptosis y muerte celular.

8.1.-Mecanismos que aumentan la [Ca*'].:

Estos mecanismos pueden ser divididos a su vez en dos subgrupos: los
que liberan el Ca* desde los depdsitos intracelulares y los que permiten la

entrada de Ca?* desde el medio extracelular.

8.1.1.-Liberacién de Ca®* desde los depositos intracelulares.

En la membrana plasmatica, cuando se produce la uniéon de un
agonista a su receptor, se va a activar la PLC, que generara dos segundos
mensajeros intracelulares: el IP; y el DAG. El IP; va a liberar Ca®" desde el RE a
través de la unidon a su receptor, que cambia su conformacion permitiendo la
salida masiva de Ca** al citoplasma (Streb et al., 1983) . Por su parte, el DAG
activa la PKC (Berridge, 1997).

-Receptores de IP; (IP3R): Fueron descritos por primera vez por
Furuichi (Furuichi et al., 1989). Se encuentran situados en el RE (ademas de en
la membrana nuclear, en el aparato de Golgi y en las vesiculas secretoras) v,
cuando son activados por el IP3, sufren un cambio conformacional, de forma que
permiten la liberacién de Ca?* desde los depdsitos intracelulares (Berridge et al.,
2003). Presentan tres dominios: un dominio N-terminal, de unién al IP3; un
dominio regulador con un lugar de uniéon para ATP y residuos susceptibles de
fosforilacion; y un dominio C-terminal con seis regiones transmembrana,

responsables de la agregacion de las cuatro subunidades necesarias para
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formar el canal activo (Chadwick et al., 1990; Taylor et al., 1991). Una elevada
concentracion de Ca" en el lumen del RE hace que el IP;R sea muy sensible a
IP;, disminuyendo esta sensibilidad tras el vaciamiento de los depdsitos
(Missiaen et al., 1991). Por otra parte, estos canales estan regulados por la
[Ca®']. de forma que, ante incrementos en esta [Ca*]. (300-600 nM), el IPs;R se
abre y permite que se libere Ca®* (Bezprozvanny et al., 1991). Por Gltimo, el ATP
tiene un efecto dual sobre el IP;R, actuando como co-activante hasta una
concentracion de ATP de 4 nM, e inhibiendo la apertura de los mismos a
concentraciones de ATP superiores, lo cual se debe posiblemente a competicion

al sitio de union del IP; (Bezprozvanny et al., 1993).

-Receptores de rianodina (RyR): Se localizan en el RE vy, tanto en
estructura como en funcién, son similares al IP3;R. Los RyR se activan por la
rianodina (a concentraciones inferiores a 10 uM), la cafeina, la ADP ribosa
ciclica y por el Ca?* (a concentraciones menores de 1 mM), produciendo un
proceso de liberacién de Ca®" inducida por Ca?* (CICR). La calmodulina actua
como modulador de este canal, anulando incluso el efecto conjunto de la
rianodina, ADP vy la cafeina (Endo, 2009).

-Receptores del nicotinato de adenina dinucledétido fosfato (NAADP): El
NAADP, derivado desaminado del nicotiadenin dinucledtido fosfato (NADP) y
sintetizado por la propia célula en la mitocondria, es un mensajero capaz de
liberar Ca** de depositos acidicos (endosomas, lisosomas y vesiculas
secretoras), liberdndolo de forma independiente al IP; y al ADP (Lopez et al.,
2005), a través de sus receptores, identificados recientemente como los canales
de dos dominios de poro (TPC) (Zhu et al., 2010).

-Canal liberador de Ca®" sensible a esfingolipidos (SCaMPER): Este
canal libera Ca* intracitoplasmatico, respondiendo a lipidos derivados de la
esfingosina, cuya concentracién se incrementa ante factores de crecimiento
(como el PDGF). No se conocen aun las funciones fisioldégicas que producen su

apertura (Young et al., 2000).

Ademas de por estos canales situados en los depdsitos intracelulares
de Ca®', la concentracion de este ion esta regulada por una serie de proteinas
existentes en los depdsitos que son capaces de unir el Ca?* en su estructura.

Algunas de estas proteinas son la calsecuestrina o la calreticulina.
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8.1.2.-Entrada de Ca®* desde el medio extracelular:

Al activarse ciertas funciones celulares como las destacadas
anteriormente mediante la generacion de la senal de Ca?, las células requieren
que se llegue a una [Ca?'], sostenida y prolongada, y en muchos casos no es
suficiente con el Ca®" acumulado en los depdsitos para completar este
requerimiento. Es por ello que la entrada de Ca** desde el medio extracelular a
través de canales de membrana es esencial. Segun el tipo celular, existen

distintos mecanismos para la entrada de Ca?".

-Entrada de Ca?* activada por voltaje (VOCs): Se produce sobre todo
en células eléctricamente excitables: neuronas, células musculares y muchas
células endocrinas. En estos tipos celulares, la apertura de estos canales se
produce tras una despolarizacion de la membrana que permite la entrada breve
de Ca®* desde el medio extracelular. Estos canales estan regulados por
receptores y mensajeros intracelulares (McDonald et al., 1994). Recientemente,
se ha descubierto que el canal activado por voltaje Ca,1.2, es ademas regulado
por la region SOAR de STIM1, que activa la apertura de Orai1, uno de los
canales de Ca®** mas importantes activados por el vaciamiento de los depdsitos

intracelulares de Ca®* (Wang et al., 2010).

En células no excitables, la entrada de Ca?" se produce a través de
canales ionicos activados por segundos mensajeros (SMOC), por receptor

(ROC) o por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca** (SOC).

-Entrada de Ca®* activada por segundos mensajeros (SMOC):
Fisiolégicamente, algunos segundos mensajeros inducen la apertura de canales
sensibles a moléculas producidas tras la activacion de un receptor en la
membrana, que permiten el flujo de cationes monovalentes o divalentes. Algunas
de estas moléculas son el IP, en células endoteliales, la PKC en plaquetas o el
DAG en diversos tipos celulares (Irvine et al., 1999; Jardin et al., 2008c; Rosado
et al., 2000e).

-Entrada de Ca*" activada por receptor (ROC): Estos canales operados
por receptor son muy ubicuos, y se situan principalmente en células secretoras y
en las terminaciones nerviosas. Este tipo de entrada se produce por la unién de

un agonista, generalmente neurotransmisores como el glutamato, ATP o ADP, al
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dominio extracelular del receptor ionotrépico. Algunos ejemplos de ROC son los
receptores del acido N-metil-D-aspartico (NMDA), que en respuesta al glutamato
se abren (Benarroch, 2011), o los receptores purinérgicos de las plaquetas P2Xj,

que se abren tras ser activados por ATP (Gachet et al., 2008).

-Entrada de Ca®" activada por el vaciamiento de los depdsitos
intracelulares (SOC): Esta entrada se produce tras el vaciamiento de los
depositos intracelulares de Ca®* y es uno de los principales mecanismos de
entrada de Ca®* en células no excitables, estando regulado por el estado de
relleno de los almacenes intracelulares de Ca®**. La entrada capacitativa de
calcio (ECC) fue descrita por primera vez en 1986 por Putney, el cual observo
que, una vez vaciados los reservorios intracelulares de Ca?*, se abren los
canales de Ca®" en la membrana, los cuales estan cerrados en la célula en
reposo. Estos canales permitiran una entrada masiva de Ca?* al citoplasma, asi
como el relleno de los depdsitos de Ca* y el cierre de los canales bloqueando la
entrada de calcio (Putney, 1986). Originalmente se propusieron cuatro modelos

para explicar la ECC:

1.-Modelo difusible: Sugiere que, al producirse el vaciamiento de los
depdsitos, una molécula mensajera de naturaleza desconocida hace que se
abran los canales de membrana y que se produzca la ECC. Las posibles
moléculas difusibles que se propusieron para este modelo fueron: cambios en la
concentracién citosdlica de GMPc, algunas tirosina cinasas o pequenas
proteinas unidas a GTP, algun producto derivado del metabolismo de la
mitocondria, algunas vias de Ca®" dependientes de la calmodulina o el llamado
factor del influjo de Ca®* (CIF) (Parekh et al., 1997). Sin embargo, y tras la

imposibilidad de identificar esta molécula, este modelo fue abandonandose.

2.-Modelo del acoplamiento conformacional constitutivo: Este modelo
establece que hay una interaccion entre los IP;R en el RE y los canales de
membrana plasmatica una vez que se produce el vaciamiento de los depdsitos
intracelulares de Ca®*. Para que se produzca esta interaccién, el RE debe

situarse cerca de la membrana plasmatica (Berridge, 1995).
3.-Modelo del acoplamiento conformacional “de novo”: Tomando como
base el modelo propuesto por Berridge, Rosado et al. propusieron una

modificacion a éste, en la cual estaba involucrado el trafico de membranas en las
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células. Asi, una vez vaciados los depdsitos intracelulares, el RE, que no esta
situado cerca de la membrana plasmatica, se acerca a ésta con ayuda del
citoesqueleto de actina, de forma que se produce la interaccion entre los IP;R y

los canales de Ca?* en la membrana plasmatica (Rosado et al., 2000a).

4.-Modelo de secrecion: Este modelo sugiere que, una vez producido el
vaciamiento de los depdsitos de Ca?*, se produce la translocacién e insercién de
canales ya formados desde el RE hasta la membrana plasmatica (Fasolato et al.,
1993). Esto se apoya en diferentes trabajos que demuestran que la ECC
necesita la colaboracion de proteinas involucradas en el trafico y fusion de

vesiculas con la membrana plasmatica (Yao et al., 1999).
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A. Modelo Difusible B. Modelo del acoplamiento
conformacional constitutivo
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Figura 4. Modelos propuestos para la ECC (extraida de Jardin, 2011)

Las proteinas involucradas en la ECC y el paso de informacion desde el
RE hasta los canales de la membrana plasmatica se han ido investigando en los

ultimos afios. Las principales son:

-STIM1 (685 aa): Se identificd como el sensor de Ca** del RE en 2005
(Roos et al., 2005; Zhang et al., 2005). Se expresa en la mayoria de las células

animales y posee un dominio EF-hand en el lumen del RE, que comprende los
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aminoacidos (aa) 76-87, encargado de unir Ca®*. La afinidad de este dominio por
el Ca?* es muy baja (0,5-1 mM) (Stathopulos et al., 2009), de forma que, con los
depésitos llenos, la alta concentracién de Ca?* en el interior de los mismos
favorece la union, pero una vez que se produce el vaciamiento de estos
depositos y la concentracion de Ca?* disminuye en el RE, queda libre el dominio
EF-hand. Cuando esto ocurre, STIM1 sufre un cambio conformacional que le
permitira unirse y activar a los canales en la membrana plasmatica (Liou et al.,
2005). La mutacién del dominio EF-hand (D76A) y su incapacidad para unir Ca®*
favorecen una ECC constitutiva que puede ser letal para la célula (Deng et al.,
2009). Aparte del dominio EF-hand, STIM1 posee también un dominio alfa estéril
(SAM) en el extremo amino (N) localizado en el lumen del RE, por el que STIM1
forma homodimeros u homotetrameros (Stathopulos et al., 2006). Esta proteina
de unos 75 kDa posee una region transmembrana altamente conservada. En el
extremo carboxilo (C), localizado en el citoplasma, STIM1 tiene varios dominios
importantes. Hay que destacar los dominios coiled-coil, que median la
interaccion de STIM1 con otros STIMs y canales de la membrana plasmatica;
ademas, STIM1 posee una pequefa regién, descrita por tres grupos de
investigacion independientes, con la capacidad de activar la ECC sin tener que
vaciar los depoésitos. Esta region se denomina SOAR (STIM1 Orai1-activating
region), que comprende los aa 344-442 (Yuan et al, 2009); OASF (Orai-
activating small fragment) entre los aa 233-474 (Muik et al., 2009); y CAD
(CRAC-activating domain) entre los aa 342-448 (Park et al., 2009). Ademas,
STIM1 posee el dominio CMD (CRAC-modulatory domain), que interacciona con
un sitio de union para calmodulina en el extremo N de Orai1 (Mullins et al., 2009)
e interacciona asimismo con residuos de glutamato conservados en el extremo C
de los tres Orais que regula la inactivacion rapida de Orai1 por Ca** (Lee et al.,
2009; Yuan et al., 2009). La corriente Icrac (Ca2+ release activated current) fue la
primera corriente de entrada de Ca?* generada por el vaciamiento de los
reservorios intracelulares de Ca®" que se caracterizd, y la mas estudiada por
técnicas de electrofisiologia (Yuan et al., 2009; Zhang et al., 2005). La
secuencia rica en Ser/Thr de STIM1 ha sido identificada como un sitio de
multimerizacion e interaccion con Orai1 (Srikanth et al., 2010). STIM1 tiene otro
dominio importante en su extremo C, el dominio polibasico rico en lisina (K), que
facilita la union de STIM1 a la membrana plasmatica (Liou et al., 2007) y activa la
apertura de los canales TRPC (Huang et al., 2006). Por ultimo, STIM1 tiene
muchos sitios de fosforilacién que pueden ser usados por diversas proteinas

cinasas para regular las variaciones de Ca** en distintos estadios celulares como
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la mitosis, en la que la fosforilacién de STIM1 inhibe la ECC (Smyth et al., 2009).
STIM1 también puede ser fosforilaca por la cinasa regulada extracelularmente
ERK1/2, que puede controlar la interaccién entre STIM1 y Orai1 (Pozo-Guisado
et al., 2010).

-TRPs: En los afios 90 se propuso que los homdélogos en mamiferos de
los receptores de potencial transitorio (TRP, transient receptor potencial) de
Drosophila eran los posibles mediadores de la ECC (Birnbaumer et al., 1996;
Rosado et al., 2001). El nombre de estos canales se debe a que una mutacion
en ellos producia potenciales transitorios, por la entrada de Na* y Ca?*, en lugar
de los potenciales sostenidos que se producian en canales no mutados (Hardie
et al., 1992). En mamiferos han sido identificadas distintas subfamilias de TRP:
TRPC, TRPA, TRPV, TRPM, TRPML, TRPP; y cada subfamilia esta constituida
por distintas isoformas. Por ejemplo, es el caso de los 7 canales TRPCs
(TRPC1-TRPC7), activados una vez producida la hidrélisis de PIP, tras la
estimulaciéon con diversos agonistas en diferentes tipos celulares y tejidos
(Montell, 2005; Parekh et al., 2005). Sin embargo, no todos los TRPCs
participan en la ECC, sino que también funcionan como canales en otros tipos de
entrada de Ca?*, como la entrada no capacitativa de Ca®** (ENCC). La corriente
generada por los canales TRP es un tipo de corriente capacitativa no selectiva
para Ca?' llamada Isoc (Store-operated Ca®* current) (Parekh et al., 2005). Los

principales canales TRPs son:

-TRPC1 (793 aa): Es el TRP mas estudiado. Algunos grupos de
investigacion sostienen que participa en la ECC como uno de los principales
componentes de esta entrada en una gran variedad de células, como las
glandulas salivales, queratinocitos, musculares, HEK293 y plaquetas humanas
entre otras (Ambudkar et al., 2007; Brough et al., 2001; Rosado et al., 2000c;
Rosado et al.,, 2002; Zhu et al., 1996; Zitt et al., 1996). Sin embargo, otros
grupos estan en contra de esta hipotesis (Dietrich et al., 2006; Lintschinger et
al., 2000; Sinkins et al., 1998; Varga-Szabo et al., 2008). El TRPC1 fue el
primer homologo mamifero del TRP que se identific6 en humanos, siendo dos
grupos los que lo hicieron (Wes et al., 1995; Zhu et al., 1995). La estructura del
TRPC1 es muy parecida a la del resto de la familia de los TRPC. En su extremo
N citosdlico posee 4 dominios repetidos de ankirina, necesarios para formar la
unidad heteromérica con otros TRPCs, y un dominio coiled-coil, necesario para

la unién entre TRPC1. Asimismo, tiene un sitio de union para caveolina 1 (Cav1),
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que es una proteina adaptadora y reguladora que actua como nexo entre las
interacciones de las proteinas en la membrana plasmatica y los lipidos (Cohen et
al., 2004). El TRPC1, como el resto de miembros de la familia TRP, atraviesa la
membrana 6 veces (6 dominios transmembrana), con el poro para permitir el
paso de cationes entre el 5° y el 6° dominio. En su extremo C, citosélico también,
el TRPC1 tiene la secuencia caracteristica de los TRP (EWKFAR), ademas de
un dominio rico en prolina altamente conservado, donde se insertan un sitio de
unién a la proteina FKBP52, una inmunofilina que modula el plegado y el trafico
de proteinas; y otro sitio de unidn para Homer1, una proteina de soporte que
facilitara la interaccion entre diversas proteinas. Por ultimo, posee también un
dominio de unién a CaM e IP;R llamado CIRB, el cual modulara la activaciéon del
TRPC1 en funcién de la [Ca®'] (Tang et al., 2001) y dos dominios coiled-coil,
donde se encuentra insertado un segundo dominio de unién a CaM, involucrado
en la inactivacion del TRPC1 dependiente de Ca?* (Singh et al., 2002). El TRPC1
presenta selectividad pNa*/pCa? 1:1. Este TRPC1 forma también diferentes
canales con distinta selectividad para el Ca?*, desde algo selectivo hasta nada
selectivo (para ello se mide la permeabilidad del Ca?* frente a la del Na*). Esta
variacion en la selectividad del canal se debe a que los monémeros de TRPC1
forman heterotetrameros, por lo general dos TRPC1 y dos TRPCs, variando la
selectividad en funcién del heterotetramero formado (Brough et al., 2001; Liu et
al., 2005). Hasta ahora, se ha comprobado que el TRPC1 constituye canales con
TRPC4/TRPC5 (Plant et al., 2005) o con TRPC3/TRPC7 (Zagranichnaya et al.,
2005). Sin embargo, no existen pruebas concluyentes de que forme un canal

homotetramérico.

-TRPC3 (848 aa): Esta situado en la membrana plasmatica y participa
fundamentalmente en la ENCC. Estructuralmente es muy parecido a los demas
TRPCs, pero tiene algunas particularidades. Ambos extremos, el N y el C, se
situan en el citoplasma, y posee los 6 dominios transmembrana, situandose el
poro entre el 5° y el 6° En su extremo N, tiene los 4 dominios repetidos de
ankirina, el dominio coiled-coil y el sitio de unién a caveolina, pero ademas tiene
un sitio de unién a la PLCy en el primer dominio de ankirina y una unién para
VAMP2 entre los dominios de ankirina 3 y 4. En su extremo C tiene el dominio
EWKFAR, rico en prolinas, donde se inserta un sitio de uniéon para FKBP12 pero
no para Homer1, y el dominio CIRB, acabando en un dominio coiled-coil (Eder et
al., 2007). El TRPC3 presenta selectividad pNa*/pCa?* 1:1,5. Al igual que otros

TRPCs, el TRPC3 forma heterotetrameros, e interviene en la ENCC activada por
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agonistas, cuyos receptores estan acoplados a proteinas G, que ponen en
marcha la maquinaria de hidrdlisis de PIP, generando DAG, que activara el
canal. Se ha demostrado que en algunos tipos celulares el TRPC3 puede
activarse por el vaciamiento de los depdsitos (Birnbaumer et al., 1996; Montell,
2001; Trebak et al., 2003).

-TRPC6 (931 aa): Presenta la tipica estructura de los TRPCs, con los
extremos N y C en el citoplasma, la estructura EWKFAR y los 6 dominios
intermembrana, con el poro entre el 5° y el 6° En el extremo N presenta los
cuatro dominios de ankirina y el dominio coiled-coil. Sin embargo, y al contrario
que los TRPC1 y 3, no posee sitios de unioén para la Cav1. En el extremo C tiene
el dominio rico en prolinas con un sitio de union para FKBP12, el CIRB y un
dominio coiled-coil final (Eder et al., 2007). El TRPCG6 presenta una selectividad
pNa*/pCa®" 1:5. El canal TRPC6 es regulado por muchas sefiales, incluyendo el
segundo mensajero DAG, la fosforilacion en residuos de serina o tirosina, el PIP,
e incluso el vaciamiento de los almacenes de Ca?" intracelulares (Hofmann et al.,
1999; Jardin et al., 2008c).

-Orai1: También se conoce como CRACM1 (301 aa). Este canal se
caracteriz6 al estudiar una mutacién en Orai1 (R91W), codificada por el gen
FLK14466 del cromosoma 12 humano, que se manifiesta de forma natural y
suprime tanto la entrada de Ca® como las corrientes Icrac €n células T. Esta
mutacion es la que produce la enfermedad de la inmunodeficiencia severa
combinada (Feske et al., 2006). Se ha propuesto que la proteina Orai1 forma
parte del poro del canal que media la corriente Icrac, Una corriente no activada
por cambios en el voltaje y altamente selectiva para Ca** (Parekh et al., 2005).
Esta proteina forma complejos de canales de iones multiméricos en la
membrana plasmatica, y se encuentra regulada por el vaciamiento de los
dep6sitos de Ca** intracelulares y mediada por la participaciéon de STIM1 (Vig et
al.,, 2006). Orai1 es una pequefia proteina de membrana, de un tamafio
aproximado de 38 kDa, que posee ambos extremos, N y C, en el citoplasma.
Tiene 4 dominios transmembrana y el poro se halla situado entre el 2° y el 3°. En
su extremo N tiene dos dominios ricos en prolina, uno rico en arginina y uno muy
cercano al primer dominio transmembrana rico en arginina/lisina. Ademas, posee
un sitio de unién a CaM, la cual produce la inactivacion del canal al unirse
(Mullins et al., 2009). En su extremo C tiene un dominio coiled-coil por el cual se
une al extremo C de STIM1 (Muik et al., 2009; Park et al., 2009; Yuan et al.,
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2009). Orai1 posee dominios estructurales que pueden formar un canal de Ca**
muy selectivo (pNa*/pCa?* aproximadamente de 1000) y pequefias mutaciones
pueden alterar su selectividad por los cationes. Se ha sugerido que la regiéon
(106-114 aa), con una composicion muy acida, con un glutamato (106),
fundamental para definir la selectividad a Ca** del canal, una glutamina (108) y
tres residuos de aspartato (110, 112 y 114), puede ser la que forme el poro.
Segun esto, al realizar una mutacion puntual E106A o D112A, la ECC se
bloquea de forma completa y con las mutaciones Q108A y D110A la ECC se
reduce (Vig et al., 2006). Otra mutaciéon que provoca el cambio en la selectividad
del poro es la del residuo E190Q (Prakriya et al., 2006; Yeromin et al., 2006).
Asimismo, se ha descubierto que ciertos residuos del dominio ETON contribuyen
a la union de Orai1 con STIM1 (Derler et al., 2013).

8.1.2.1.-Mecanismo de la entrada de Ca**.

Una vez que el agonista se une a su receptor de membrana acoplado
a proteinas G, se producira la activacion de la PLC, que hidroliza PIP, y lo
transforma en IP; y DAG. El IP3, por su parte, se une a su receptor en el RE, lo
cual hace que éste sufra un cambio conformacional que permitira la salida de
Ca®* al citoplasma, desencadenandose asi la activacion de varias rutas
(Berridge, 1995). La liberacién de Ca** en los depésitos provoca que el Ca?* que
se encuentra unido al dominio EF-hand de STIM1 se libere, por lo que STIM1
sufrird un cambio conformacional que activard a los canales de Ca?* de la
membrana plasmatica. En reposo, STIM1 tiene ocultos los dominios coiled-coil
por los que se activa a Orai1 y el dominio rico en prolina que activa el TRPCA1. El
cambio conformacional sufrido por STIM1 le permite, en primer lugar, formar
homodimeros u homotetrameros con otras moléculas de STIM1 y heterodimeros
o heterotetrameros con moléculas de STIM2. Estas uniones se formaran
mediante el dominio SAM, situado en el extremo N de las STIMs (Muik et al.,
2011). Una vez que se han vaciado los reservorios de Ca?*, ambas proteinas se
reorganizan en las balsas lipidicas, zonas de la membrana con un alto contenido
en colesterol (Pani et al., 2008). La interaccion entre STIM1 y Orai1 se produce
en puntos muy concretos y localizados de la célula, donde la separacién entre la
membrana plasmatica y el RE es menor de 100 nm (Baba et al., 2006; Liou et
al., 2005). STIM1 se une a Orai1 mediante los dominios coiled-coil de los
extremos C de ambas proteinas, y el dominio SOAR de STIM1 activa Oraif,

permitiendo la entrada de Ca** desde el exterior (Yuan et al., 2009). Asimismo,
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STIM1 se une a la membrana por su dominio K en el extremo C, de forma que
estabiliza las uniones con las proteinas de membrana y activa el canal TRPC1
(Yuan et al., 2007). En plaquetas humanas, el vaciamiento de los depositos
intracelulares aumenta la interaccién entre STIM1 y hTRPC1 en un 50%, y este
incremento es inhibido por la electrotransyeccién de un anticuerpo anti-STIM1
(Lopez et al., 2006b), bloqueando ademas la interaccion entre hTRPC1 y el IP;R
que se produce tras el vaciamiento de los almacenes de Ca?* (Rosado et al.,
2000c). Esta interaccion entre el TRPC1 y los IP;Rs tiene un papel fundamental
en la ECC en varias lineas celulares (Adebiyi et al., 2011; Rosado et al., 2000c;
Sundivakkam et al., 2009). Por otra parte, se ha visto que STIM1 se transloca a
la membrana plasmatica una vez que se han vaciado los depdsitos (Zhang et al.,
2005) y que esta STIM1 en la membrana plasmatica es necesaria para las
corrientes Icrac €n células T Jurkat y la ECC en HEK293 (Spassova et al., 2006).
En plaquetas humanas, ha sido demostrado que esta translocacién necesita los
filamentos de actina (Lopez et al., 2006b). Sin embargo, hay autores que se
oponen a la idea de la translocacion de STIM1 a la membrana plasmatica, y
sugieren que como la distancia entre las membranas del RE y la membrana
plasmatica es muy pequefia (100 nm), STIM1 actuaria como si estuviera en la
membrana plasmatica cuando en realidad se situa en el RE (Mercer et al., 2006;
Soboloff et al., 2006).

El vaciamiento de los depésitos por IP; y el consiguiente incremento
en la [Ca®'], desencadenan la apertura de otros canales de Ca®" de los
depositos, como los receptores de rianodina, mecanismo que se denomina
liberacién de Ca®" inducida por Ca?* (CICR) (Kiselyov et al., 2001).

Por otra parte, el DAG actuara como segundo mensajero, activando
canales permeables a Ca?, entre los que destacan TRPC3 y TRPC6, no
involucrados en la ECC (canales SMOC), contribuyendo asi al incremento de
[Ca®]. necesario para la funcién celular. Recientemente ha sido identificada una
nueva familia de proteinas, llamadas factor de intercambio de nucleédticos de
guanina regulado por Ca?* y DAG (CalDAG-GEF/RasGRP), con dominios
estructurales, tipo EF-hand de unién a Ca®** y de unién a DAG, que sugieren que
estas proteinas pueden participar en la regulacion de las sefiales mediadas por
Ca?* y DAG. Recientes investigaciones han demostrado que la proteina CalDAG-
GEFI activa a Rap1, una GTPasa monomérica que participa en la activacion

rapida de las plaquetas activadas por Ca*" dentro de un complejo formado por
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CalDAG-GEFI, la PKC vy el receptor purinérgico P2Yq, (Stefanini et al., 2010).
Asimismo, el DAG activa la PKC, que inhibe a la PLC, la AC, la PLA,, la PI3-K'y
la MLCK (Abrams et al., 2008; Bushfield et al., 1987; Ryu et al., 1990).

8.2.-Mecanismos que disminuyen la [Ca*']..

La células, una vez llevada a cabo la funcidn que necesitaba los
incrementos de Ca?*, necesitan recuperar el estado basal de su [Ca*']., puesto
que un exceso de Ca* en el citoplasma puede ser téxico para la célula,
activando mecanismos apoptoticos y produciendo finalmente la muerte celular.
Los mecanismos que disminuyen la [Ca®']. se pueden agrupar en: los que
devuelven el Ca?* a los depésitos intracelulares y los que expulsan el Ca* al
exterior. Todo tipo de transporte de Ca®" citoplasmatico requiere del uso de

bombas e intercambiadores (Berridge, 1995).

-Bomba ATPasa de Ca?' del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA): La
proteina SERCA (con un tamafio aproximado de 100 kDa) se localiza en las
membranas de los depdsitos intracelulares, y es la encargada de “secuestrar” el
Ca? citosolico y volverlo a introducir en los almacenes. Este proceso se realiza
en contra de gradiente, por lo que consume ATP. Esta proteina esta codificada
por tres genes distintos, produciendo, por splicing alternativo, varias isoformas,
con diferentes subtipos para cada isoforma (Enouf et al., 1997). La estructura de
SERCA es compleja, estando formada por 3 dominios citoplasmaticos (el A o
ejecutor, donde se une el Ca?*; el N o sitio de unién con los nucleétidos (ATP); y
el P o sitio de fosforilacion, en los residuos Asp351 y Asp703), 10 dominios de
hélices transmembrana y pequefios dominios luminales con forma de lazo. El
funcionamiento, sin embargo, es mas sencillo: cuando SERCA une dos iones de
Ca?* en el lado citosdlico, se producira un cambio estructural que permitira que el
ATP ceda un fosforo al residuo Asp351, el cual induce el cambio conformacional
de SERCA, de forma que queda el dominio A en el lumen del almacén de Ca®*y
los sitios de unién a Ca*" pierden su afinidad por el ion, liberandolo. La
disociacion de los iones de Ca** causara la hidrélisis del fésforo en el residuo de
aspartato, de forma que se produce un nuevo cambio en la estructura proteica,
en la que el dominio A volvera a situarse en el citoplasma (Toyoshima, 2008).
SERCA esta regulada por una proteina de membrana denominada fosfolamban,
que inhibe su actividad reduciendo asi su afinidad por Ca** (Simmerman et al.,

1998). Esta fosfolamban es inhibida por PKA o por proteinas cinasas
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dependientes de Ca?* y por la calmodulina (Metcalfe et al., 2005). Asimismo,
SERCA puede regularse por una pequefia proteina regulada a su vez por una
GTPasa (Rap 1b), que al activarse por un incremento en la [Ca*']. se une a
SERCAS3b inhibiéndola, de forma que favorece el aumento de Ca?' en el
citoplasma tras el estimulo. Cuando Rap 1b se fosforila por la GTPasa, se
desacopla de SERCA3b, la cual aumentara el secuestro de Ca?* (Lacabaratz-
Porret et al, 1998). En ultimo lugar, SERCA es inhibida por agentes
farmacoldgicos como la tapsigargina (TG), que bloqueara SERCA en el estado
conformacional E2, en el que el sitio de unién a Ca?* esta situado en el lumen del
RE (Davidson et al., 1995; Thastrup et al., 1989), el acido ciclopiazénico y la 2,5-
di(ter-butil)-1,4-hidroquinona (TBHQ) (Cavallini et al., 1995).

-Bomba ATPasa de Ca®* de la membrana plasmatica (PMCA): La PMCA
usa la energia prodecente de la hidrélisis de ATP con el fin de transportar Ca**
contra el gran gradiente electroquimico que hay en la membrana plasmatica
(Carafoli et al., 1994). Con una estructura y forma de actuacion parecida a
SERCA, la PMCA tiene 10 dominios transmembrana y los extremos Ny C en el
citoplasma. En el C hay una larga cola de aminoacidos (70-200 aa) con distintos
dominios tanto de unién a moléculas como de fosforilacién, por los que PMCA se
regula. Algunos de estos reguladores son la CaM, los fosfolipidos acidicos y las

proteinas cinasas como la PKA y la PKC (Strehler et al., 2001).

-Intercambiador Na*/Ca?* (NCX): Esta situado en la membrana plasmatica,
y usa la energia almacenada como gradiente electroquimico de Na* para sacar 1
ion de Ca?* por cada 3 de Na' al medio extracelular. EI NCX (de
aproximadamente 108 kDa) esta constituido por un péptido inicial (M0), seguido
de 5 regiones transmembrana (M1-M5), un bucle intracelular muy grande, donde
se localizan tanto el sitio de union a Ca®* como el sitio de inactivacion de Na*, y 6
regiones transmembrana mas (M6-M11) con el extremo C en el citoplasma. El
NCX se regula por proteinas cinasas de la familia de la PKA y PKC (Blaustein et
al., 1999). Ademas, este NCX puede actuar inversamente, introduciendo Ca?" al
interior celular. Esto ocurre en algunas ocasiones, como en el caso del potencial
de accidén cardiaco, durante el cual aumenta transitoriamente la concentracion de
Na® cercana a la membrana plasmatica, haciendo que el NCX expulse Na*

reintroduciendo Ca?* (Blaustein et al., 1999).
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-Tamponamiento del Ca** por proteinas citosdlicas: En el citoplasma de las
células existe una serie de proteinas que uniran el Ca®* que se libera desde los
depdsitos, actuando asi como sensores, efectores y proteinas tampdén que
modulan diferentes funciones dependientes de Ca®*. Algunas de estas proteinas
son la calretinina, la calbindina, la parvalbumina o la calmodulina. La mayor parte
de estas proteinas acttia tamponando la [Ca?'],, de forma que, en condiciones de
reposo, se mantiene la [Ca?'], baja, y mantienen asi un equilibrio entre el Ca®*
que se encuentra libre y el que se encuentra unido a las proteinas. En las
células, tanto excitables como no excitables, entre el 98 y el 99% del ca*

intracelular se encuentra unido a proteinas (Neher et al., 1992).

-Calmodulina:

La proteina calmodulina (CaM) se expresa en todas las células
eucariotas, constituyendo aproximadamente un 0,1% del total de las proteinas, y
en ellas participa en multitud de vias de sefalizacion, regulando procesos tan
importantes como el crecimiento y la proliferacion celular, asi como el
movimiento, la inflamacion, la apoptosis o la respuesta inmunitaria celular. Se
trata de una proteina de pequefio tamafo (148 residuos en vertebrados y peso
molecular de aproximadamente 16 kDa), que posee cuatro dominios EF-hand,
de forma que cada uno une una molécula de Ca®". Los dos primeros se
combinan y forman un dominio N-terminal de estructura globular, que se separa
de un dominio C-terminal formado por las otras dos EF-hands gracias a una
estructura corta y flexible. EI dominio C-terminal tiene entre tres y cinco veces

mas afinidad por el Ca?* que el dominio N-terminal (Chin et al., 2000).

Como sensor de Ca?*, la calmodulina es capaz de detectar y responder
ante pequefios cambios en la concentracion intracelular de este ion, con una Ky
de 5 x 10° M aproximadamente. En ausencia de Ca?', el dominio N-terminal
adopta una morfologia cerrada, en la que las hélices de ambos EF-hands se
encuentran juntas. El dominio C-terminal, en condiciones de ausencia de Ca?,
adquiere una forma semiabierta, de forma que expone parcialmente una seccién
hidrofébica al disolvente. Esto podria permitir la interaccién del dominio C-
terminal con algunas proteinas a [Ca?'], basales (Swindells et al., 1996). Cuando
se produce un aumento de Ca®*, éste se unira a la CaM, produciendo
alteraciones en la estructura de esta proteina, permitiendo conformaciones

abiertas de la misma y la exposicion de grupos hidrofébicos. Ademas, la CaM se
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redistribuye en el citosol de la célula, llegando a acumularse incluso en el nucleo
de algunas células, como las células acinares pancreaticas (Craske et al., 1999).
Estos cambios estructurales de la CaM producen la generacion de energia, lo

cual constituye la base de la capacidad de la CaM para mediar sefiales de Ca?*.
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Figura 5. Mecanismos reguladores de la homeostasis del ca**

8.3.-Finalizacion de Ia sefal de Ca*'.

Una vez producido el estimulo, la movilizacién de Ca* y la respuesta, la
concentraciéon de Ca?* en el citoplasma debe disminuir (20 nM) y los almacenes
de Ca®* deben rellenarse para responder al siguiente estimulo. Asimismo, el
exceso de Ca®* debe expulsarse al medio extracelular. Ademas de estos
mecanismos encaminados a reducir la concentracién de Ca?*, se debe cortar
también la sefial que ha causado el vaciamiento de los reservorios y la apertura

de los canales. El IP; debe ser metabolizado, para lo que la célula utiliza dos
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vias. En la primera de ellas el IP; es desfosforilado a inositol 1,4-bifosfato (1Py)
por la accién de una enzima 5-fosfatasa; o bien se fosforila por una enzima 3-
cinasa, pasando entonces a IP,. El DAG es rapidamente inactivado por
fosforilacion a través de la DAG cinasa, que lo va a transformar en PA, el cual es

un precursor de la biosintesis de fosfolipidos.

Una vez activada la célula por un agonista y producido el incremento en
[Ca®'],, se producira la inhibicion de la AC y por lo tanto la disminucién de AMPc
(Adunyah et al., 1987). Una vez finalizado el estimulo y la sefial de Ca?®*, la AC
empieza a sintetizar AMPc de forma rapida, activando la PKA, que inhibira PLC y
PLA,, asi como la polimerizacién de actina (Redondo, 2009). De forma conjunta,
empieza también la sintesis de GMPc por NO, lo cual activara la PKG que,
trabajando sinérgicamente junto a PKA, regulara la funciéon plaquetaria (Moore et
al., 2010). Por ultimo, la expresién de la enzima CD39 en las células del
endotelio vascular degradara ATP y ADP, reduciendo asi la activacién de las
plaguetas (Redondo, 2009; Watson, 2009).

9.-Homeostasis del Ca?* en la funcién plaquetaria.

La homeostasis del Ca?* en las plaquetas es parecida a la de la mayoria de
las células, aunque tiene algunas particularidades, debido a las caracteristicas
de estas células. Por ejemplo, las plaquetas humanas disponen de varios
compartimentos intracelulares que almacenan Ca*": el STD (que actia como el
RE) y otras organelas. El STD es la organela mas estudiada, y funciona como el
reservorio de Ca?* principal en la mayoria de las células (Pozzan et al., 1994).
Ademas del STD, las plaquetas también tienen otras organelas, como los
lisosomas y los granulos de secrecion, que almacenan y liberan Ca?* una vez
activadas por un agonista. Estos almacenes se denominan depédsitos acidicos de
Ca?'y, en ellos, el Ca®* es introducido mediante un gradiente de protones (H*)
que es generado por la bomba de H* vacuolar (H*-ATPasa) (Camacho et al.,
2008; Camello-Almaraz et al., 2000; Christensen et al., 2002). Por ultimo,
aunque numerosos estudios demuestran el importante papel de las mitocondrias
en la homeostasis del Ca?* intracelular en diferentes tipos celulares (Camello-
Almaraz et al., 2006; de la Fuente et al., 2010), el papel de la mitocondria en la
homeostasis del Ca?* en plaquetas no se conoce con exactitud. Asimismo, no

parecen tener una funcion relevante en la ECC en plaquetas (Redondo et al.,
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2004), lo cual puede ser debido al escaso numero de mitocondrias (unas 7)

presentes en cada plaqueta (Beutler et al., 2001).

Los almacenes intracelulares de Ca®* en plaquetas presentan distinta
sensibilidad al vaciamiento producido por agonistas, de forma que el vaciamiento
del STD esta mediado principalmente por la activacion de receptores de
membrana acoplados a proteinas G, que activan la PLC y la sintesis de IPs,
mientras que en los depdsitos acidicos el vaciamiento estd mediado por la
produccién de NAADP vy su interaccidn con su receptor en la membrana de los
granulos, el cual ha sido descrito recientemente y se denomina TPC (Lopez et
al., 2005; Zhu et al.,, 2010). La trombina, por ejemplo, activa los receptores
PAR1, PAR4 y la GPIb/IX/V, de los cuales PAR1 y PAR4 van a liberar Ca?" del
STD y tendran alguna accion, pero muy pequefia, sobre los reservorios acidicos,
y la GPIb/IX/V actuara sobre los granulos acidicos (Jardin et al., 2007). Por su
parte, la respuesta de las plaquetas a los agonistas no es dependiente
exclusivamente del vaciamiento de los reservorios. Algunos experimentos
llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que el vaciamiento de los
almacenes de Ca?, por si solo y en un medio libre de Ca®', no producira
agregacion, pero el vaciamiento en un medio en presencia de Ca® si la
producira, lo cual indica que no es el vaciamiento de los depdsitos lo que hace
que se produzca la agregacion, sino que ésta se producira al alcanzarse una
[Ca”]c determinada (Jardin et al., 2007). Para alcanzar la concentracion de Ca®
necesaria para que se active la agregacion, las plaquetas disponen de diferentes
mecanismos que permiten la entrada de Ca®" en la célula: los canales ROC,
SMOC y SOC, aunque no se conocen canales activados por voltaje en este tipo
celular. Uno de los canales ROC mas estudiados en las plaquetas es el receptor
purinérgico de tipo P2X4, que es activado por ATP y que permite la entrada de
Ca?* y Na* (Mahaut-Smith et al., 2000). La activacién de canales de Ca?* por
segundos mensajeros también existe en las plaquetas. Por ejemplo, el DAG, que
es un producto de la hidrdlisis del PIP,, estaria implicado en la activacion de
canales TRPs en la membrana (TRPC3 y TRPC6), e interactuaria formando el
complejo CalDAG-GEF/RasGRP. Sin embargo, el mecanismo mas importante de
entrada de Ca®** en las plaquetas es la ECC y los canales SOC. Este
mecanismo, que es similar al del resto de las células, necesita la participacion de
STIMA1, el sensor de Ca®* en el RE, que actua también como sensor de Ca® en
los granulos acidicos (Zbidi et al., 2011); los canales SOC; Orai y diferentes

miembros de la familia de los TRPC, los receptores de |IP; y SERCA (Lopez et
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al., 2006b; Redondo et al., 2008; Salido et al., 2011). De igual forma que en
otros tipos celulares, este mecanismo esta soportado por el citoesqueleto
(Morales et al., 2005; Redondo et al., 2007b; Rosado et al., 2000a), y es
realizado en lugares especificos de la membrana, en las balsas lipidicas, que

favorecen la interaccién entre proteinas.

A diferencia de otros tipos celulares, en plaquetas humanas no se produce la
activacion de la liberacion de Ca*" inducida por Ca®* (CICR), mediada por los
RyR (no descritos en plaquetas). Sin embargo, se ha observado que cuando
aumenta la concentracién de Ca®* cerca de los IPsR, se puede activar la apertura
de los mismos (Bezprozvanny et al., 1991). Ademas, el Ca®* puede liberarse de
los depdsitos intracelulares a través de los translocones, que son proteinas de

membrana que estan involucradas en el transporte de polipéptidos.

En plaquetas, la entrada de Ca®" desde el medio extracelular se puede

producir a través de los canales ROC, canales SMOC o por los SOC.

En cuanto a la reducciéon de la [Ca®'],, se produce gracias a SERCA
(SERCAZ2b, situada en los granulos acidicos; y SERCA3) y a la PMCA.
Asimismo, el NCX participa también en la expulsién de Ca®*" hacia el medio

extracelular.
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Objetivos

OBJETIVOS

Determinar el papel de las balsas lipidicas en la asociacion entre las
proteinas implicadas en la entrada capacitativa de Ca**, y por lo tanto su

posible papel en dicha entrada de Ca*'.

Establecer el papel del citoesqueleto en la entrada capacitativa de Ca®* y

en la asociacién de las proteinas STIM1, Orai1 y TRPCA1.

Analizar el papel de la calmodulina en la entrada capacitativa de Ca®, a

través de su asociacion con los canales de Ca?* de la membrana.

Definir el papel del dominio CIRB del TRPC6 de unién a calmodulina o

IP;Rs en la entrada de Ca?".
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OBJECTIVES

To determine the role of lipid rafts in the association of the proteins involved
in the store-operated Ca?* entry, and thus their possible role in this type of
Ca?* entry.

To establish the role of the cytoskeleton in the store-operated Ca*" entry
and in the association between the proteins STIM1, Orai1 and TRPCA1.

To analyze the role of calmodulin in the store-operated Ca?* entry, through

its interaction with plasma membrane Ca®* channels.

To define the role of the TRPC6 CIRB site, which binds calmodulin or
IPsRs, in Ca®" entry.
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METODOLOGIA

Para la consecucion de los objetivos anteriormente expuestos, se usaron los

siguientes procedimientos experimentales:
1.-Reactivos.

¢ 2-aminoetil-difenil-borato (2-APB). Sigma (Madrid, Espafia).

¢ 5,5'-dimetil BAPTA/AM. Invitrogen (Barcelona, Espafia).

¢ Albumina de suero bovino (BSA). Sigma (Madrid, Espana).

¢ Anticuerpo anti-actina G. Sigma (Madrid, Espana).

¢ Anticuerpo anti-calmodulina. Abcam (Cambridge, Reino Unido).

¢ Anticuerpo anti-hTRPC1 C-terminal. Abcam (Cambridge, Reino Unido).

e Anticuerpo anti-hTRPC6 (S-20) C-terminal. Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, Estados Unidos).

¢ Anticuerpo antiinmunoglobulina G de burro conjugado con peroxidasa de
rabano. Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Estados Unidos).

¢ Anticuerpo antiinmunoglobulina G de cabra conjugado con peroxidasa de
rabano. Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Estados Unidos).

¢ Anticuerpo antiinmunoglobulina G de conejo conjugado con peroxidasa de
rabano. GE Healthcare (Madrid, Esparia).

e Anticuerpo antiinmunoglobulina G de oveja conjugado con peroxidasa de
rabano. Amersham (Buckinghamshire, Reino Unido).

¢ Anticuerpo antiinmunoglobulina G de ratén conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC). Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Estados
Unidos).

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

e Anticuerpo anti-IP;Rs I/Il/lll (H-300). Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, Estados Unidos).

¢ Anticuerpo anti-Orai1 C-terminal. Sigma (Madrid, Espana).

e Anticuerpo anti-STIM1. BD Transduction Laboratories (Franklin Lakes,
Estados Unidos).

¢ Anticuerpo monoclonal anti-calmodulina (J4D8). Abcam (Cambridge, Reino
Unido).

95



Metodologia

e Anticuerpo monoclonal anti-hTRPC6 contra los residuos 300-400 de
TRPCG6. Abcam (Cambridge, Reino Unido).

¢ Anticuerpo policlonal anti-hTRPC1 (557-571). Alomone (Jerusalén, Israel).

¢ Anticuerpo policlonal anti-Orai1 N-terminal. ProSci Inc. (Derio, Espania).

¢ Apirasa (grado VII). Sigma (Madrid, Espana).

¢ Aspirina. Sigma (Madrid, Espafia).

e Benzamidina. Sigma (Madrid, Espana).

e Calmidazolium. Sigma (Madrid, Espafia).

¢ Citocalasina D (Cyt D). Calbiochem (Madrid, Espafia).

e Cloruro de lantano. Sigma (Madrid, Espafia).

¢ Colchicina. Sigma (Madrid, Esparia).

¢ Deoxicolato. Sigma (Madrid, Espana).

¢ Detergente idnico Tween 20. Sigma (Madrid, Espafia).

e Dimetil BAPTA-AM (1,2-bis(o-aminofenoxi) etano-N,N,N',N'-acido
tetraacético). Sigma (Madrid, Espafia).

¢ Dodecilsulfato sodico (SDS). Sigma (Madrid, Esparia).

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

e Faloidina conjugada con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Sigma
(Madrid, Espania).

¢ Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Sigma (Madrid, Espana).

e Formaldehido. Sigma (Madrid, Espana).

¢ Fura-2-acetilmetil éster (fura-2/AM). Invitrogen (Madrid, Espana).

¢ Gel de estreptavidina inmovilizado. Pierce (Rockford, Estados Unidos).

¢ Hiperfilms ECL. Amersham (Buckinghamshire, Reino Unido).

¢ lonomicina. Sigma (Madrid, Espafia).

e Jasplakinolida. Calbiochem (Madrid, Espafia).

¢ Leupeptina. Sigma (Madrid, Espana).

¢ Marcador de peso molecular. Bio-Rad (Madrid, Espafia).

e Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Sanex (Badajoz,
Espana).

¢ Metil-B-ciclodextrina (MBCD). Sigma (Madrid, Espafia).

¢ Nonidet P-40. Sigma (Madrid, Espafia).

e Oregon Green 488 paclitaxel. Invitrogen (Madrid, Esparia).

¢ Paclitaxel (taxol). Sigma (Madrid, Espafia).

¢ Papel secante (blotting paper). GE Healthcare (Madrid, Espafia).
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e Paraformaldehido. Sigma (Madrid, Esparia).

e Peliculas fotograficas. GE Healthcare (Madrid, Esparia).

e Péptido de control de antigeno (CAP) para el anticuerpo anti-hTRPC6 (S-
20) C-terminal. Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Estados Unidos).

¢ Probenecid. Sigma (Madrid, Espana).

e Proteina agarosa A. Upstate Biotechnology Inc. (Waltham, Estados
Unidos).

¢ Reactivos de revelado quimioluminiscente. Pierce (Rockford, Estados
Unidos).

¢ Reactivo de transfeccién TransPass™ COS/293. New England BiolLabs
(lpswich, Estados Unidos).

e Suero fetal bovino inactivado por el calor. Sanex (Badajoz, Espafia).

e Tapsigargina (TG). Sigma (Madrid, Esparia).

e Test Cholesterol E. Wako Diagnostics (Richmond, Estados Unidos).

e Tris. Sigma (Madrid, Espafa).

e Tritén X-100. Sigma (Madrid, Espana).

e Trombina. Sigma (Madrid, Espana).

¢ Valinomicina. Sigma (Madrid, Espafia).

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

suministrados por Panreac (Espafia).

2.-Preparacion de las plaquetas.

2.1.-Seleccidn de los individuos susceptibles de investigacion.

Las muestras de sangre que se usaron en estos estudios provinieron de
donantes voluntarios sanos, y la obtencion de las mismas para el posterior
aislamiento de las plaquetas se realizé6 mediante puncién venosa en la Clinica
Juan Manuel Hernandez Cruz (San Antén, 10; Caceres), o bien a partir de
concentrados de plaquetas (PRP: Plasma Rico en Plaquetas) donados para la
investigacion por el servicio de Hematologia del Hospital General San Pedro de
Alcantara (Avenida Pablo Naranjo Porras, s/n; Caceres). Todos estos procesos
se realizaron de acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki, y los

Comités de Bioética del Hospital y de la Universidad de Extremadura.
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2.2.-Preparacion de la suspension de plaquetas.

La sangre obtenida siguiendo el protocolo mencionado anteriormente se
mezclé cuidadosamente con una solucidon de dextrosa citrato acida (ACD), en
una proporcion de 1 a 6 en relacion al volumen de sangre extraido. De esta

forma, se evita la coagulacion de la sangre y la activacién de las plaquetas.

REACTIVOS Concentracién (mM) (g/L)

Acido citrico 85 12,5
Citrato sodico 78 7,5
Glucosa 111 10

Tabla I: Solucién ACD (pH=7,46 mezclado con la sangre)

Una vez obtenida la sangre, ésta se centrifugdé durante 5 minutos a 700xg,
tras lo cual se obtuvieron tres fracciones diferenciadas: en el fondo, una de color
rojo constituida por los glébulos rojos o eritrocitos; a continuacion un halo
blanquecino formado por los glébulos blancos o leucocitos; y, en la parte
superior, una fraccién de color amarillento, el PRP. Este PRP se separdé y se le
afiadié acido acetil salicilico (100 uM), que inhibe la COX-I evitando la liberacién
plaquetaria de prostaglandinas e impidiendo la agregacion plaquetaria
espontanea; y apirasa (40 pg/mL), que hidroliza el ADP y ATP secretado por las
plaquetas a través de su actividad di-trifosfatasa, impidiendo asi la activacion

plaquetaria mediada por estos agonistas.

Por ultimo, el PRP (tanto procedente de las muestras de sangre como el
concentrado del hospital) fue centrifugado a 350%g durante 20 minutos,
obteniéndose un pellet de color blanco (las plaquetas), y un sobrenadante
llamado plasma pobre en plaquetas (PPP), que fue desechado. Tras retirar el
PPP, las plaquetas fueron resuspendidas en un medio tampén HEPES salino

(HBS), suplementado con apirasa (40 pg/mL).

REACTIVOS Concentracion (mM) (g/L)
HEPES 10 1,19
Cloruro soédico 145 4,23
Cloruro potasico 5 0,19
Sulfato de magnesio 1 0,13
Glucosa 20 1,8
BSA 1 mg/mL 1,0

Tabla Il: Tampon Hepes Salino (HBS) (pH=7,4)
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3.-Cultivo celular.

Las células de riidn embrionario humano (HEK293) se adquirieron de la
American Type Culture Collection y se cultivaron en medio de Eagle modificado
por Dulbecco, suplementado con un 10% de suero fetal bovino inactivado por el
calor, en un incubador a 37 °C con un 5% de CO,. En el momento de los
experimentos, las células se suspendieron en medio (HBS). Cuando se requirid
un medio libre de Ca?, se afadio EGTA 1,2 mM.

3.1.-Transfeccion celular.

La transfeccion celular con shTRPC1 y shTRPC6 se realizd utilizando el
reactivo TransPass. Cuando las células alcanzaron una confluencia aproximada
del 80%, fueron transfectadas con 7 pg/mL de shTRPC1 o shTRPCG6
amablemente cedidos por la doctora Ambudkar (National Institutes of Health,
Bethesda, EEUU). Para ello, se mezclaron en 1 mL de medio DMEM sin
reconstituir el plasmido y 25 yL de TransPass, dejando la mezcla durante 20
minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se retiraron 3 mL de las
placas de siembra de las células y se afiadi6, gota a gota, la mezcla por toda la
placa, que se movié en circulos suavemente y se mantuvo en el incubador
durante 24 horas tras la transfeccion, pasadas las cuales se procedié a los

experimentos.

La secuencia del shRNA para el TRPC1 humano fue 5'-
CACCGGGTGACTTTATATGGTTCGAAAACCATATAATAGTCACCC-3 vy la
secuencia antisentido fue 5-
AAAAGGGTGACTATTATATGGTTTTCGAACCATATAATAGTCACCC-3'. Para el
shTRPC6 la secuencia fue 5-
CACCGTCGAGGACCAGCATACATGCGAACATGTATGCTGGTCCTCGAC-3 v
la recuenta antisentido fue 5'-
AAAAGTCGAGGACCAGCATACATGTTCGCATGTATGCTGGTCCTCGAC-3..

4.-Métodos de determinacion de la viabilidad celular.

Para comprobar la viabilidad de las plaquetas tras el aislamiento de las

mismas, se utilizaron dos técnicas: azul de tripan y calceina. La supervivencia
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obtenida fue del 95%, demostrando asi que el aislamiento de las plaquetas es

adecuado.

4.1.-Tincién con Azul Tripan.

Este método se basa en la capacidad que poseen las células viables de
expulsar del interior de su citoplasma el colorante Azul de Tripan (Baur et al.,
1975). Una vez incubadas las células con el colorante, se observan en un
microscopio 6ptico (a aumento de 40x), y se hace el recuento de las células
vivas, que son las que conservan su citoplasma transparente; y de las muertas,
que tendran el citoplasma tefido de azul. Por ultimo, se calcula el porcentaje de

viables y no viables frente al total de las células contadas.

4.2.-Calceina.

La calceina-AM es una sonda no fluorescente que entra en la célula por
difusién pasiva. Una vez introducida, si la célula esta viva, es cortada por
esterasas, de forma que se transforma en calceina, la cual empieza a emitir en la
longitud de onda del verde (535 nm), recogiéndose la emisiébn en un
espectrofluorimetro en unidades arbitrarias. En cambio, si la célula esta muerta,
la sonda no es cortada y no se emite ninguna sefal. La calceina-AM se incuba
en el PRP durante 30 minutos a 37 °C, con una concentracion de 5 yM. Pasado
el tiempo de incubacion, las células se centrifugan y se resuspenden en tampén
HBS para medir la fluorescencia en un espectofotometro Cary Eclipse (Varian
Ltd., Madrid, Espafia). Se usaron alicuotas de 2 mL, y las muestras se excitaron

a 494 nm, recogiéndose la emisién a 535 nm.

Esta técnica tiene una ventaja frente al azul tripan, y es que es necesario
que las células tengan actividad enzimatica para que la sonda sea fluorescente,
y ademas requiere que la membrana celular esté integra para que el fluoréforo

se retenga dentro por las ATPasas.
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5.-Determinacion de la concentracién de Ca®* intracelular. Fluorimetria.

5.1.-Fura-2/AM.

El fura-2/AM es un fluoréforo de Ca** permeable a la membrana
plasmatica, puesto que presenta en su estructura un grupo acetoximeliéster (AM)
que, una vez introducido en el interior celular, es cortado por una serie de
esterasas citosolicas que liberan fura-2, incapaz de atravesar la membrana y de
penetrar en los compartimentos intracitoplasmaticos. Este fluoroforo presenta
una constante de disociacién (Kg) para el Ca?* de 120-250 nM, en funcién de la
temperatura, lo cual permite determinar variaciones de Ca?* muy pequefias, de

hasta nanomolar (Grynkiewicz et al., 1985).

La ventaja de esta sonda con respecto a otras en el estudio de los
movimientos de Ca*" se debe a su caracter ratiométrico, ya que presenta dos
longitudes de onda de excitacion (340 y 380 nm), que permiten observar los
maximos y minimos de emision a 505 nm y obtener una ratio de estos valores.
La ratio de fluorescencia emitida (340/380) es proporcional a las variaciones en
la concentracion de Ca*' libre citosdlico, de forma que se evitan errores
derivados de una distribucion no homogénea en el citosol celular, carga
deficiente del marcador u otros posibles artefactos originados durante la

manipulacién experimental (Paredes et al., 2008).

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

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

5.2.-Carga del indicador.

En el caso de los estudios realizados en plaquetas, se incub6 el PRP en
presencia de fura-2/AM a una concentracion de 2 yM durante 45 minutos, a 37
°C y en oscuridad. Una vez terminada la incubacion, el PRP se centrifugd a
350xg durante 20 minutos. Tras la centrifugacion, se elimind el sobrenadante
(que contenia el fura-2 AM sobrante que no se introdujo en la célula) y el pellet

de plaquetas se resuspendié en HBS al que se anadié el dia del experimento
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glucosa (1,80 mg/mL) y BSA (1 mg/mL). A esta suspension de plaquetas se le

adicion6 40 pg/mL de apirasa.

En el caso de los estudios realizados con células HEK293, éstas se
incubaron con fura-2/AM a una concentracion de 2 uyM durante 30 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez transcurrida la incubacion, las
células se centrifugaron a 80%g, resuspendiendo el pellet en HBS al que se

anadio el dia del experimento glucosa (1,80 mg/mL) y BSA (1 mg/mL).

5.3.-Determinacion de la concentracion de Ca** intracelular mediante

métodos fluorimétricos.

Los movimientos de Ca** en las células de estudio se registraron usando
un espectrofotometro Cary Eclipse (Varian Ltd., Madrid, Spain) a partir de
alicuotas de suspension celular depositadas en cubetas de cuarzo. En el caso
de las plaquetas, las alicuotas fueron de 1 mL, mientras que fueron de 2 mL
cuando se estudiaron las células HEK293. El sistema esta provisto de un
dispositivo de microagitacion y termostatizacion que permite mantener las

células en suspension y atemperadas a 37 °C.

Todos los agentes anadidos durante la realizacién de los experimentos se
adicionaron directamente en la cubeta del espectrofluorimetro en funcién del
volumen de la suspensién celular, para poder obtener asi la concentracion final
deseada. Las variaciones en la [Ca®'], se monitorizaron y se expresaron como
ratio de las fluorescencias emitidas a 505 nm por el fura-2 tras ser excitado a 340
y 380 nm.

La traduccién de ratios de fluorescencia a [Ca®']. y el posterior calibrado se
realizaron mediante el método desarrollado por Grynkiewicz (Grynkiewicz et al.,
1985):
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R - Rmin Sf
Rmax- R * 87b

[Ca*]. = Ka.
Kq = Constante de disociacion del fura-2 y el Ca?* (214 nM a 37°C).
R = Ratio de la muestra.
Rmin = Ratio minimo.
Rmax = Ratio maximo.
St = S free (emision del fura-2 al ser excitado a 380 nm).

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

Para obtener estos parametros, cada experimento se calibré al final. Esta
calibracién consiste en saturar de Ca®* el fura-2 de la muestra afiadiendo a la
cubeta una concentracion final de Ca®* de 1 mM. Por su parte, el S, y el Rnax S€
obtuvieron al romper las células, anadiendo una solucion de Tritdbn X-100
(0,05%), de forma que todo el fura-2 presente en el interior celular se pone en
contacto con el Ca?. El S;y el Ry, se obtuvieron afiadiendo una solucién
formada por una alta concentracion de EGTA (500 mM) y de Trizma base (3 M),

de forma que el Ca** se separé del fluoréforo.

5.4.-Determinacion de la liberacion y entrada de Ca*".

La liberacién de Ca*" inducida por TG, por ionomicina o por trombina se
estimé calculando el area bajo la curva del incremento de la [Ca?'], durante los
180 segundos posteriores a la adicién del agonista, en un medio libre de Ca?,
corregidas con la resta del promedio de la concentracién basal de Ca** pre-
estimulo en ausencia de Ca?" extracelular, usando el quelante de Ca’" EGTA a
una concentracién de 100 uM (Rosado et al., 2000a). La entrada de Ca** que se
produce tras la adicion de CaCl, se calculé calculando el area bajo la curva del
incremento de la [Ca?'], durante los 150 segundos posteriores a la adicion de
CaCl, y se expresd como (nM-s), siendo corregida con la resta del promedio de
la concentracién de Ca?* post-estimulo (Rosado et al., 2000d). Los movimientos
de Ca?" inducidos por OAG (un analogo del diacilglicerol) se calcularon mediante
el mismo método que las anteriores, en un medio con 2 mM CaCl, (Hisatsune et
al., 2005).
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6.-Determinacion de la entrada de Mn?%*.

El Mn?* se utilizé para monitorizar la entrada de cationes divalentes. El flujo
de Mn* fue medido en alicuotas de suspensién de células a 37 °C, utilizando
para ello un espectrofotémetro Cary Eclipse (Varian Ltd., Madrid, Espafa),
emitiendo a la longitud de onda isoemisiva de 360 nm. El apagamiento de la
sefal de fluorescencia del fura-2 se representd en una escala linear arbitraria. La

fluorescencia del fura-2 bajo la excitacion a 360 nm fue insensible al Ca?*.

En el caso de las células HEK293, para estimar la ratio de disminucién de la
fluorescencia del fura-2 tras la adicion de Mn?" al medio (o tras la adicién de TG
en presencia de Mn?"), las curvas se ajustaron a la ecuacién y = S x ™ + A,
donde k es la pendiente, S es el periodo y A es la meseta (Ben-Amor et al.,
2006). En los estudios llevados a cabo en plaquetas, para comparar la ratio de
disminucion de la fluorescencia del fura-2 cuando las plaquetas se sometieron a
diferentes tratamientos, las curvas se ajustaron a la ecuacion y = Ax+B, donde A

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

7.-Técnicas para el aislamiento y cuantificacion de proteinas.

7.1.-Inmunoprecipitacion.

La inmunoprecipitacion es una técnica gracias a la cual se puede aislar una
proteina determinada de un lisado celular, usando para ello un anticuerpo que se

une especificamente a la proteina diana.

Las células resuspendidas en HBS (con apirasa en el caso de las
plaguetas), se repartieron en viales Eppendorf, con un volumen de 500 pL y una
concentracién de 1x10° plaquetas/mL o de 2x10° células HEK293/mL. En el caso
de los estudios llevados a cabo en plaquetas, la suspensién se dejé reposar
durante 30-60 minutos para que las células volvieran a un estado normal y evitar
la posible, aunque minima pre-activacion plaquetaria que se hubiera podido
producir al centrifugar las células. Pasado este periodo, las células se trataron a
37 °C, bien con agonistas, tanto fisiolégicos como farmacoldgicos, o bien con

activadores o inhibidores de los distintos procesos a estudiar.
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Una vez tratadas, las células se lisaron con el detergente RIPA, en una
proporcion 1:1 (500 pL células: 500 pL RIPA 2x, para que la concentracién final
de RIPA sea 1x) y se mantuvieron 10 minutos en hielo para evitar protedlisis,
desfosforilacion y desnaturalizacién de las proteinas (procesos que comienzan
inmediatamente después del lisado, y que se detienen o al menos ralentizan al
mantener las muestras a 4 °C a la vez que se afiaden los correspondientes

inhibidores).

REACTIVOS Concentracion (mM) (g/L)
Tris 20 2,42
NaCl 316 18,50
Deoxicolato sédico 2% 20,00
EGTA 2 0,76
SDS 0,2 % 2,00
Triton X-100 2% 20 mL

Tabla Ill: Tampén RIPA (2x) (pH=7,2)

Una vez finalizada la incubacion en hielo, las muestras se centrifugaron a
16100%g, a 4 °C durante 15 minutos, con el fin de eliminar restos celulares no
deseados, como el citoesqueleto. Se retird el sobrenadante y se incub6 junto con
el anticuerpo de la proteina diana, y unas pequefias bolas de agarosa
recubiertas por proteina A (proteina de la superficie de Staphylococcus aureus
con gran afinidad por el fragmento cristalizable (Fc) o cadena pesada de las
inmunoglobulinas (lg)) durante toda la noche a 4 °C en un rotor con agitacién
constante. De esta forma, el anticuerpo se une a la proteina y a la bola de
agarosa. Pasado el periodo de incubacién, las muestras se centrifugaron a
9300%g durante un 1 minuto a 4 °C y se retird el sobrenadante (las bolas de
agarosa quedaron depositadas en el fondo con el anticuerpo y la proteina
unidas) y se afnadié un tampén salino fosfato (PBS) para lavar las bolas,
agitando a continuacion y volviendo a centrifugar. Este proceso se repitié 2
veces. En el ultimo centrifugado, se retird el sobrenadante pero no se anadié
PBS, y se volvi6 a centrifugar para conseguir que las bolas quedasen
empaquetadas en el fondo, aspirando el poco sobrenadante que quedaba y
anadiendo Laemmli Buffer (LB), enriquecido con ditiotreitol (DTT) al 5%, para su
posterior resolucion en un gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate -

PoliAcrilamide Gel Electrophoresis).
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REACTIVOS Concentracién (mM) (g/L)
NaCl 137 8,00
KCI 2,70 0,20
Na,HPO, 5,62 2,01
NaH,PO, 1,09 0,17
KH,PO, 1,47 0,20
H,O 1L

Tabla IV: Tampon fosfato salino (PBS) (pH=7,4)

REACTIVOS Concentracién (mM) (g/100 mL) 4x
Tris 280 3,40
Glicerol 40 % 40 mL
Azul de 0,008 % 0,008
bromofenol
SDS 8 % 8

Tabla V: Solucién de Laemmli (pH=7,4)

7.2.-Inmunoprecipitacién de STIM1 de la membrana.

Para aislar la fraccién de STIM1 localizada en la membrana plasmatica y
poder medir asi su interaccidbn con otras proteinas (como Orai), se
inmunoprecipitdé la STIM1 de la membrana utilizando el protocolo descrito a

continuacion.

Las plaquetas se alicuotaron en 500 L, se estimularon y se fijaron al
tiempo requerido por incubaciéon en hielo durante 10 minutos con PBS con un
3% de paraformaldehido (m/v) y suplementado con un 0,5% de BSA (m/v). Una
vez trascurrido el tiempo de incubacion, las plaquetas fijadas se lavaron dos
veces con PBS para retirar el medio, y se resuspendieron de nuevo en HBS,
donde se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo anti-STIM1, que reconoce
la region N-terminal de la proteina, situada en el exterior de la membrana

plasmatica.

Una vez terminada la incubacion, las muestras se lavaron otra vez con
PBS para retirar el anticuerpo del medio y fueron lisadas con RIPA tras este
lavado, incubadas en hielo durante 10 minutos y centrifugadas a 16100xg a 4 °C
durante 15 minutos, como se describié en al apartado anterior. Finalmente, el

sobrenadante se incubd con 25 pL de bolas de agarosa recubiertas por proteina
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A durante toda la noche a 4 °C, para al dia siguiente lavar las muestras vy

proceder como se describié con anterioridad.

7.3.-Cuantificacion de la concentracion de proteinas.

Para determinar el contenido en proteina total se empled el método de
Bradford (Bradford, 1976). Este método consiste en una técnica colorimétrica
basada en la existencia de dos formas diferentes del Coomasie Brilliant Blue G-
250 (una roja y otra azul), que en contacto con las proteinas pasa de color rojo a

azul, de forma que este cambio puede ser detectado mediante el empleo de un

espectrofotometro.
REACTIVOS Concentracion (mM) 50 mL
Coomasie brilliant 117 5mg
blue G-250
Etanol 95% 25mL
Acido fosférico 85% 5mL
H,O 8% 42,5 mL

Tabla VI: Reactivo de Bradford

En una microplaca se mezclaron 10 yL de las muestras y 190 pL del
reactivo de Bradford. Una vez agitadas para obtener una suspension
homogénea, las muestras se incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 10 minutos, transcurridos los cuales se llevd a cabo la lectura de la
concentraciéon de las proteinas mediante un lector de microplacas Infinite M200
(Tecan, Mannedorf, Suiza). Los datos obtenidos se compararon con una curva
estandar realizada con BSA disolviendo 2 mg en 1 mL de agua bidestilada. Los

resultados se expresaron en mg/mL.

7.4.-Western blotting.

La técnica de Western blotting, una de las técnicas de biologia molecular
mas extendidas, sirve para separar y analizar proteinas. Fue desarrollada por
Burnette (Burnette, 1981), utilizando y adaptando la tecnologia de Southern para
la deteccién de ADN. El principio del Western blotting se fundamenta en el hecho
de que una proteina sometida a un campo eléctrico se movera en funcién de la
carga eléctrica neta de la misma (Z), la fuerza del campo eléctrico al que se ve

sometida (E) y la resistencia de friccion (F, que depende del tamafio y forma de
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la proteina). Segun esto, la velocidad de migracion de las proteinas viene

relacionada con estas variables segun la siguiente formula:

(ExZ)
F

V=

Un factor esencial a tener en cuenta en una electroforesis es el pH del
tampon donde se encuentran las proteinas. El punto isoeléctrico de una proteina
es aquel en el que la carga neta de la proteina es cero. Si esto sucede, la
proteina no se mueve, ya que el campo eléctrico no la afectaria. Para evitar esto,
usamos el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970), en el que las muestras
se desnaturalizan por calor en presencia de agentes desnaturalizantes, como
beta-mercaptoetanol, que destruye los puentes disulfuro; o dodecilsulfato sédico
(SDS), que desnaturaliza las proteinas, haciéndoles perder su conformacion
ternaria y pasando a la conformacién primaria, lineal, y recubre a la proteina con
cargas netas negativas, permitiendo que las proteinas se muevan solamente en
funcion de su tamafio, siendo las mas pequenas las que se desplacen mas en el
gel. Ademas, el Laemmli Buffer es un medio reductor que hara que los
anticuerpos se separen de las bolas de agarosa cuando se ha realizado la
técnica de inmunoprecipitacion. Para asegurar la completa desnaturalizacion de
la proteina, se calentaron las muestras durante 10 minutos a 70 °C en un
termobloque y se centrifugaron 1 minuto a 9300xg a temperatura ambiente antes
de cargar las muestras en el gel de electroforesis (Bonifacino et al., 2001;
Redondo et al., 2008).

7.4.1.-Electroforesis.
Una vez obtenidas las muestras se procedié a separar las proteinas en
funcién de su tamafio, usando para ello un gel separador SDS-PAGE (de

diferente porcentaje de acrilamida dependiendo de la proteina de estudio) y un

gel de carga del 4%.
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REACTIVOS 30 mL (10%) 10 mL (4%)

Solucion A 10 mL 1,32 mL

Soluciéon B 7,5mL

Solucién C 0,30 mL | 0,1 mL

Solucién D 2,5mL
AMPS 15 mg 10 mg

H,O 12,20 mL 6,07 mL

Temed 15 uL 10 L

Solucién A: 30% de acrilamida/bis-acrilamida (Ratio 37,5:1).
Solucion B: Tris 1,5 M (72,6 g en 400 mL de H,0). pH: 8,8.
Solucién C: SDS 10% (10 g en 100 mL de H;0).

Soluciéon D: Tris 0,5 M (24,24 g en 400 mL de H;0). pH: 6,8.
AMPS: Persulfato de Amonio

Temed: Catalizador que comienza la reaccién de polimerizacion.

Tabla VII: Gel SDS-PAGE

Estos dos tipos de geles pertenecen al sistema de Tampon

Discontinuo:

-Gel de carga: asegura la migracion de todas las proteinas en el frente
de migracion, de forma que se acumulan todas las que se han cargado en el
pocillo. Su concentracion de acrilamida y bisacrilamida es muy pequefia (4%) y

su pH es ligeramente mas acido que el del gel separador.

-Gel separador: este gel constituye el soporte donde las proteinas van a
migrar y a separarse. Esta formado por una mezcla de acrilamida y bisacrilamida
que forma una matriz cuya concentracion variara en funcion del tamafo de la
proteina buscada. Asi, a mayor concentracion de acrilamida/bisacrilamida el poro
formado disminuye, por lo que una concentracion alta (15%) se utilizarad para
separar proteinas de pequefio peso molecular, mientras que para separar
proteinas de gran tamafo se usaran bajas concentraciones de acrilamida y

bisacrilamida (8%).

Una vez cargadas las muestras de proteinas a los pocillos (afiadiendo
un volumen apropiado para que exista la misma cantidad de proteina en cada
pocillo, calculado a partir de los resultados obtenidos con la técnica de Bradford).
Para su separacion, las proteinas se sometieron a un campo eléctrico de 30 mA

durante 2 horas. Ademas, con el fin de que la corriente recorra de forma
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homogénea todo el gel desde un polo a otro, se usé un tampén de electroforesis

o running buffer.

REACTIVOS Concentraciéon (mM) (g/L) 5x
Tris 124 15
Glicina 126 77
SDS 0,5% 5

Tabla VIII: Tampdn de electroforesis (pH=8,3)

7.4.2.-Transferencia.

Este proceso consiste en transferir las proteinas separadas en el gel de
poliacrilamida a un soporte mas estable y manejable, como es una membrana de
nitrocelulosa, donde las proteinas conservan su antigenicidad y son sensibles a
sondas. Para ello, se usé el sistema de transferencia semiseca. Con un voltaje
de 0,8 mA/cm? durante 2 horas, se transfirieron las proteinas a la membrana de
nitrocelulosa (con un tamafo de poro de 0,2 micras (GE Healtcare)). El paso de

la corriente se produjo a través del tampén de transferencia.

REACTIVOS Concentraciéon (mM) (g/L)
Tris 25 3,03
Glicina 150 8,5
MeOH 20% 200 mL

Tabla IX: Tampdn de transferencia (pH=8,3)

7.4.3.-Bloqueo.

Una vez que las proteinas han sido transferidas a la membrana, es
necesario evitar las interacciones inespecificas que pueda ocasionar la
incubacién con anticuerpos. Para ello, la membrana de nitrocelulosa se bloqued
con una solucion de bloqueo, encargada de cubrir las zonas conocidas como
sitios de union inespecificos. Esta solucion de bloqueo contiene alta cantidad de
BSA, una proteina frente a la que no reaccionaran los anticuerpos que usaremos
a continuacion. El bloqueo se puede realizar de dos formas: bien se deja la
solucién 1 hora en agitacidén a temperatura ambiente o bien podemos dejarla una

noche completa (un minimo de 8 horas) a 4 °C y sin agitacion.
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REACTIVOS Concentracién (mM) (9/250 mL)
TBST 250 mL
BSA 10% 25

Acida sédica 0,02% 0,05

Tabla X: Solucién de bloqueo (pH=8,0)

7.4.4.-Incubacién con anticuerpos.

En primer lugar, la membrana se incub6 con un anticuerpo primario,
que reconoce de forma especifica una secuencia de la proteina diana a detectar.
Dependiendo del anticuerpo, los tiempos de incubacion pueden variar desde 1
hora a temperatura ambiente hasta toda la noche a 4 °C. Asimismo, la
concentracién del mismo también varia en funcién de la especificidad del

anticuerpo (segun la casa comercial).

Una vez terminada la incubacién con el anticuerpo primario, éste se
retird y la membrana se lavé para retirar el exceso de anticuerpo primario que no
hubiera quedado unido especificamente a la proteina. Para ello, se lavd la
membrana 6 veces durante 5 minutos cada vez, con una solucion salina de
trizma (TBS) con detergente (Tween), (TBST).

REACTIVOS Concentraciéon (mM) (g/L) 10x
Tris 200 24,2
NaCl 137 80

TBST: Anadir 0,1% Tween 20.
Tabla XI: Solucién de lavado (Solucién salina de trizma (TBS)) (pH=7,6)

A continuacion, la membrana se incubé con una inmunoglobulina G
(IgG) especifica del tipo animal del que se obtiene el anticuerpo primario; es
decir, si el anticuerpo primario que usamos se obtiene en conejo, la IgG que
debemos utilizar debe ser especifica de conejo, puesto que reconocera la
fraccion constante del anticuerpo primario y se unira a ella. El tiempo de
incubacion de todos los anticuerpos secundarios fue de 1 hora a temperatura
ambiente. La concentracion de anticuerpo secundario que se empled fue de
1:10000.
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Una vez finalizada la incubacién del secundario, la membrana se lavé
para retirar el exceso de anticuerpo secundario que no se ha unido, siguiendo el

protocolo de lavado descrito anteriormente.

7.4.5.-Revelado.

Puesto que el anticuerpo secundario esta conjugado con peroxidasa de
rdbano picante (HRP), ésta, al combinarse con un reactivo comercializado por
Pearce (Solucion ECL), generara una reaccion quimioluminiscente que sera
detectada por una pelicula fotografica con una alta sensibilidad. Al exponer la
pelicula fotografica a esta reaccion luminica, se obtuvieron unas manchas (blot)
que eran la proteina buscada. Estas manchas fueron analizadas con un
densitometro optico (Sun Microsystem, Inc, Mountain View, CA) y con el
programa informatico Image J (N.l.H), expresando los resultados como
diferencias en los porcentajes de densidad optica entre las manchas de los

diferentes tratamientos.

8.-Técnica para la introduccién de péptidos y anticuerpos en las células.

Electroporacion reversible.

La electroporacion es una técnica basada en la aplicacion de un campo
eléctrico sobre las células, de forma que se abren poros transitorios en la
membrana plasmatica de las mismas, permitiendo la introduccion de acidos

nucleicos y complejos macromoleculares (Neumann et al., 1982).

En estos estudios, las plaquetas se electroporaron y se les electrotransyecto
el anticuerpo anti-TRPC6 para bloquear la accion de la proteina diana o su
interaccion con otras proteinas. Para ello, las células (a una concentracion de
4x108 plaquetas/mL) fueron resuspendidas en un tampén de electroporacion, de
composicion similar a la del medio celular interno, y se pasaron a una cubeta de
electroporacion de 4 mm de distancia entre los electrodos (Sigma). Se afadi6 al
medio el anticuerpo anti-TRPC6 a una concentracion final de 1 yg/mL y las
células fueron electroporadas usando un sistema de electroporacion de Bio-Rad
(Bio-Rad Gene Pulser Xcell Electroporation System), sometiéndose a 7 pulsos

de 25 milisegundos, con un voltaje de 4 kV/cm y 25 yFaradios de capacitancia.
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REACTIVOS Concentracién (mM) (g/L)
Glutamato Potasico 15 30,50
HEPES 2 4,766
Diacetato Magnésico 0,7 1,50
EGTA 0,1 0,38

Glucosa: El dia del experimento se suplementa con 0,9 mg/ mL

Tabla XlI: Tampén de electroporacién (pH=7,4)

Una vez realizada la electroporacion, las células se incubaron durante a 37
°C durante 1 hora (el tiempo estimado para el cierre de los poros realizados en la
membrana plasmatica). Transcurrido ese tiempo, el tampdn de electroporacion
se suplementé con un nuevo tampoén de post electroporacion, con el cual se
alcanzan las condiciones del tampén HBS descrito con anterioridad. Por ultimo,
las células se centrifugaron durante 20 minutos a 350xg (para quitar el exceso de
anticuerpo que no haya entrado en la célula) y se resuspendieron en HBS
suplementado con apirasa, para llevar a cabo los experimentos (Lopez et al.,
2006b).

REACTIVOS Concentracion (mM) (g/L) 10x
HEPES 6,7 1,59
NaCl 190 11,10

Glucosa: El dia del experimento se suplementa con 2,1 mg/ mL

BSA: El dia del experimento se suplementa con 1,33 mg/ mL
Tabla XllI: Tampdn de post electroporacion (pH=7,4)

9.-Técnica de inmunofluorescencia.

La técnica de inmunofluorescencia se basa en la especificidad de los
anticuerpos frente a sus antigenos, y consiste en el marcaje de biomoléculas de
una célula con una sonda fluorescente, que permitira ver la distribucién de las
moléculas en dicha célula. En estos estudios, se utilizé para determinar la
cantidad de STIM1 localizado en la membrana plasmatica de plaquetas.

Para ello, las muestras de plaquetas se trataron con TG 200 nM en presencia
de 1 mM de Ca®, fijandolas con un volumen igual de PBS con un 3% de
formaldehido (m/v) a los 10 segundos de la estimulacion con el agonista, e

incubando posteriormente en hielo durante 10 minutos. Tras la fijacion, las
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plaguetas se lavaron dos veces con PBS, para retirar el agente fijador, y se
resuspendieron en HBS, incubando a continuacion durante 2 horas con el
anticuerpo primario (anti-STIM1) a una concentracion de 1 pyL/mL. Una vez
transcurrida la incubacion, las muestras se lavaron otra vez dos veces con PBS y
se incubaron durante 1 hora con 0,02 pg/mL de anticuerpo anti-lgG de ratén
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), tras lo cual se lavaron de
nuevo dos veces con PBS y se llevé a cabo la medicién de la fluorescencia.
Dicha fluorescencia fue registrada usando un espectrofluorimetro (Varian Ltd.,
Madrid, Espafna). Las muestras se excitaron a 496 nm y la emision se registré a
595 nm.

10.-Determinacion de las concentraciones de colesterol.

La determinacion cuantitativa del colesterol total se realizdé de la siguiente
forma: las células HEK293 (10" células/200 pL de PBS) o las plaquetas (10°
plaquetas/200 uL de PBS) se lisaron y el colesterol se extrajo de los lisados
afiadiendo cloroformo (400 uL) y metanol (400 ulL) al lisado celular sonicado (100
ML). La capa inferior (con cloroformo), se recogié y evaporé en vacio. El
colesterol fue entonces disuelto en etanol y analizado utilizando el test
colorimétrico Cholesterol E, registrando los resultados a 600 nm en un

espectrofotometro.
11.-Preparacion de MBCD cargada de colesterol (CLCD):

La CLCD se preparé disolviendo 100 umol de MBCD en 600 uL de metanol,
mezclandolos con 30,8 umol de colesterol. Esta mezcla se secé con nitrégeno,
seguido de vacio durante una hora, y después de dispersé en 2 mL de PBS. La
solucién resultante se sonicé durante 3 minutos, se incubd en un agitador a 37
°C durante toda la noche y se filtr6é con un filtro de poros de 0,22 um.

12.-Biotinilacién de proteinas de la superficie celular.

La biotinilacién es una técnica que permite el aislado y la determinacion de

las proteinas situadas en la membrana plasmatica.

Para llevar a cabo esta técnica, se partié de alicuotas de 1 mL de suspension

celular, que se estimularon con los diferentes agonistas, terminando la reaccién
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al tiempo requerido con Sdercen’s buffer (SB), a 4 °C. Las células se recogieron
a continuacion por centrifugacién a 900xg durante 13 minutos a 4 °C. Las
proteinas de la superficie celular se marcaron resuspendiendo en EZ-Link™
Sulfo-NHS-LC-Biotin (2,5 mg/3 mL de SB a 4 °C) y se incubaron con agitacion a
4 °C durante 1 hora. La reaccién de biotinilacion se terminé afadiendo 100 uL de
Tris base 1 M, y el agente biotinilizante sobrante se retiré lavando las células dos
veces en SB a 4 °C. Las células marcadas se resuspendieron a continuacion en
PBS y se lisaron con RIPA. Las proteinas marcadas se recogieron rotando el
lisado durante toda la noche con bolas recubiertas de streptavidina y se

sometieron a la técnica de Western Blotting, descrita anteriormente.

REACTIVOS Concentracion (mM) (g/L)
di-sodio hidrégeno 16 2,84
ortofosfato
sodio di-hidrégeno 114 17,78
ortofosfato

Tabla XIV: Séercen’s Buffer (SB) (pH=8)

13.-Medida del contenido de F-actina.

El contenido en filamentos de actina de las células HEK293 se midio
partiendo de una suspension celular de 2 x 10° células/mL. Se tomaron 200 L
de esta suspension y se les afadi6 200 yL de PBS con un 3% (m/v) de
formaldehido, a 4 °C. A continuacion, se realizd una incubacion en hielo de las
muestras durante 10 minutos, transcurridos los cuales las células fijadas se
permeabilizaron por incubacién durante 10 minutos con 10 puL de detergente
Nonidet P-40 al 0,025% (v/v) disuelto en PBS. Tras este tiempo, las células se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con 1 uyM de faloidina
conjugada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en PBS suplementado con
0,5% (m/v) de BSA. Por ultimo, las células se recogieron por centrifugacion
durante 1 minuto a 3000xg y se resuspendieron en PBS. La tincién celular se
midié usando un espectrofotometro de fluorescencia Perkin-Elmer (Perkin-Elmer,
Norwalk, CT), excitando las muestras a 496 nm y registrando la emisién a 516

nm.
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14.-Medida del contenido en microtubulos.

El contenido en microtubulos de las células HEK293 se determiné a partir de
una suspension de 2 x 10° células/mL. Se tomaron 200 L de esta suspension y
se les afadié 200 uL de PBS con un 3% (m/v) de formaldehido, a 4 °C. A
continuacion, se realizd una incubacion en hielo de las muestras durante 10
minutos, transcurridos los cuales las células fijadas se permeabilizaron por
incubacién durante 10 minutos con 10 pL de detergente Nonidet P-40 al 0,025%
(v/v) disuelto en PBS. Tras este tiempo, las células se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente con 1 uM de Oregon Green 488 paclitaxel en
PBS suplementado con 0,5% (m/v) de BSA. Por ultimo, las células se recogieron
por centrifugacion durante 1 minuto a 3000xg y se resuspendieron en PBS. La
tincion celular se midié6 usando un espectrofotémetro de fluorescencia Perkin-
Elmer (Perkin-Elmer, Norwalk, CT), excitando las muestras a 488 nm y

registrando la emisién a 522 nm.

15.-Agregacion plaquetaria.

En estos estudios se midié también la agregacion plaquetaria tras someter a

la suspension plaquetaria a la accion de diversos agonistas.

Para ello, se obtuvieron las plaquetas como se ha descrito anteriormente,
pero sin afadir aspirina al PRP, por ser esta sustancia un inhibidor de la
agregacion. Para la medicion de la agregacion, se utilizé un agregdmetro
Chronolog (Havertown, Pa, EEUU), usando cubetas de cristal con 300 yL de

suspension plaquetaria (2x10® plaquetas/mL), a 37 °C y en agitacion a 1200 rpm.

Durante la medicion, los agonistas utilizados se afiadieron directamente a la
cubeta del agregébmetro. Este aparato mide el tiempo de reaccion, el porcentaje
de plaquetas que se agregan y la velocidad y el grado en que las plaquetas
dispersas en una muestra forman los agregados plaquetarios durante la
estimulacion con estos agonistas, basandose en la observacién de las
variaciones de la densidad optica de la muestra, de forma que, cuando se
produce la agregacion, la turbidez que se origina por la presencia de plaquetas
en suspension disminuye por la fuerte interaccién entre las mismas,
incrementandose la luz que pasa a través de la muestra y provocando asi un

aumento de la transmitancia. Para determinar esto, se utiliz6 un control (cubeta
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con HBS), de forma que el porcentaje de agregacién (o amplitud) se estimé
como el porcentaje de la diferencia en la transmision de la luz entre la
suspension plaquetaria y el HBS. La ratio (o pendiente) de la agregacion

obtenida es, por tanto, el cambio en el porcentaje de agregacion por minuto.

16.-Tratamiento estadistico.

Los datos obtenidos en estos estudios se expresan como media % el error
estandar de la media (E.E.M.). Las curvas representativas de la movilidad de
Ca?" intracelular se presentan como cambios en concentracién intracelular

expresados en nM-s.

Para el anadlisis estadistico de los resultados obtenidos se utiliza el analisis
de la varianza o ANOVA de una via, cuando los grupos experimentales a
comparar son mas de dos, o el test t-Student para comparar sélo dos grupos. En
los experimentos en los que el analisis de la varianza resultaba significativo, se
realizaron ademas comparaciones de los grupos dos a dos empleando para ello

el test de Dunnett.

Los resultados obtenidos se consideraron estadisticamente significativos

cuando la p < 0.05.
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Different studies have reported that proteins involved in Ca®T entry are localized in discrete plasma
membrane domains known as lipid rafts, which have been suggested to support store-operated Ca®* entry
by facilitating STIM1 clustering in endoplasmic reticulum-plasma membrane junctions as well as the
interaction of STIM1 with TRPC1. Here we report that treatment of HEK293 cells with thapsigargin (TG)
results in the activation of Ca®™ entry with two components, an early, La**-sensitive, component and a late
Keywords: component that shows both La®*-sensitive and -insensitive constituents. Preincubation with methyl-3-
Orail cyclodextrin {MBCD} prevented TG-induced activation of Ca®>T entry but, in contrast, enhanced this process
after its activation. Addition of MRCD after store depletion did not modify the La®*-sensitive store-operated

TRPC1

TRPCG divalent cation entry but increased La®>"-insensitive non-capacitative Ca®>" entry. Cell stimulation with TG
STIM1 results in a transient increase in Orail co-immunoprecipitation with STIM1, TRPC1 and TRPC6. TG-induced
Lipid rafts association of these proteins was significantly attenuated by preincubation for 30 min with MECD, without
Lanthanum

altering surface expression of Orail or TRPCs. In contrast, the association of Orail with STIM1 or TRPC1 was
unaffected when MPRCD was added after store depletion with TG. Addition of MRCD to TG-treated cells
promoted dissociation between Orail and TRPC8, as well as non-capacitative Ca>™ entry. TRPC6 expression
silencing indicates that MRCD-enhanced non-capacitative Ca>" entry was mediated by TRPC6. In conclusion,
lipid raft domains are necessary for the activation but not the maintenance of SOCE probably due to the
support of the formation of Ca®* signalling complexes involving Orail, TRPCs and STIM1.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Store-operated or capacitative Ca’* entry is a major mechanism
for Ca®* influx in non-electrically excitable cells [1], where it has been
reported to play an important role in Ca®* signalling and intracellular
homeostasis under physiological conditions, including the support of
Ca’?™ oscillations [2]. Store-operated Ca®" entry (SOCE) is a
mechanism regulated by the filling state of the intracellular Ca®™
stores, which gates Ca’** permeable channels in the plasma
membrane. As previously mentioned [3], SOCE can be temporally
divided into three components: an early component, which corre-

Abbrevigtions: [Ca®* )., intracellular free calcium concentration; BSA, bovine serum
albumin; CLM, cholesterol-loaded methyl-p-cyclodextrin; ER, endoplasmic reticulum;
HEK293 cells, Human embryonic kidney 293 cells; HBS, HEPES-buffered saline; MBCD,
methyl-3-cyclodextrin; PBS, phosphate-buffered saline; PM, plasma membrane; SOCE,
store-operated calcium entry; STIMI, stromal interaction molecule 1; TBST, tris-
buffered saline with 0.1% Tween 20; TG, thapsigargin; TRP, transient receptor potential

* Corresponding author. Department of Physiology, University of Extremadura,
Caceres 10071, Spain. Tel.: +34 927257139, fax: +34 927257110,
E-mail address: jarosado@unex.es (J.A. Rosado).

0167-4889/% - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbamcr.2010.06.006

123

sponds to its activation, the maintenance of Ca’* influx and a late
component leading to the inactivation of the process once the Ca®™"
stores had been refilled. Recent studies have provided evidence
supporting a role for the stromal interaction molecule (STIM} 1 as the
transmembrane endoplasmic reticulum (ER) Ca®" sensor [4-7].
However, the nature of the plasma membrane Ca’® permeable
channels involved in SOCE, as well as the mechanism of activation is
still unclear, with studies presenting Orail as a putative Ca®" release-
activated Ca®* current (CRAC) channel [8-13] and transient receptor
potential (TRP} proteins as candidates to mediate both SOCE and non-
capaditative Ca?™ entry [14-19]. Both Orail and TRP proteins have
been shown to participate in signalling complexes, including STIM1,
that play a relevant role in the activation of SOCE [18,20-22].

The reason of the current discrepancies concerning SOCE might
reside in the manoeuvres used to deplete the intracellular Ca®* stores.
The most widely used means to induce Ca®* store depletion is the use
of SERCA blockers, such as thapsigargin (TG), which induce a passive
discharge of the stores that is variable depending on the Ca®* leakage
rate of the Ca’* compartment and the amount of Ca>* accumulated
[23,24]. However, SERCA inhibitors cause a rise in cytosolic Ca2*
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concentration ([Ca®*].) as a consequence of store depletion, and this
[Ca®?]. elevation might be able to open Ca®T-activated cation
permeable channels leading to secondary, non-capacitative in nature,
Ca’™" influx [25].

Store-operated Ca®>* entry has been shown to be modulated by
plasma membrane microdomains known as lipid rafts, plasma mem-
brane domains enriched in cholesterol and sphingolipids that facilitate
the recruitment of a number of signalling molecules [26]. Distruption of
lipid rafts by sequestration of membrane cholesterol has been reported to
reduce dustering of STIM1 into ER-plasma membrane junctions, the
association between STIM1, Orail and TRPC1 proteins, and the activation
stage of SOCE [27,28 ). However, whether lipid rafts are important for the
maintenance of SOCE has not been investigated.

In the present study we sought to shed new light on the
understanding of the role of lipid rafts in SOCE. We describe for the
first time that sequestration of cholesterol in store-depleted cells results
in enhancement of Ca®* entry, most likely due to an increase in non-
capacitative Ca®* entry, and results in dissociation of TRPC6 from the
Orail protein, which strongly suggest thatlipid rafts are important for the
regulation of TRPC6 function. In addition, we have found that lipid rafts
are important for the activation but not for the maintenance of SOCE.

2. Materials and methods
2.1. Materials

TG, leupeptine, benzamidine, phenyl methyl sulphonyl fluoride,
bovine serum albumin (BSA), lanthanum chloride, methyl-p-cyclodex-
trin (MPCD}, anti-G actin antibody and anti-Orail antibody (C-terminal)
were from Sigma (St. Louis, MO, USA). Anti-hTRPC1 (C-terminal)
antibody was from Abcam {Cambridge, UK). Anti-hTRPCG {C-terminal)
antibody and horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG
antibody were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).
Anti-STIM1 antibody was from BD (San Jose, CA, USA). Horseradish
peroxidase-conjugated ovine anti-mouse IgG antibody (NA931) and ECL
were from Amersham (Buckinghamshire, UK). Fura 2-AM was from
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Enhanced chemiluminescence detection
reagents, immobilized streptavidin gel, and EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-
Biotin were from Pierce (Rockford, IL, USA). Cholesterol E test was from
Wako Diagnostics (Richmond, VA, USA). All other reagents were of
analytical grade.

2.2. Cell culture and transfection

Human embryonic kidney 293 (HEK293} cells were obtained from
the American Type Culture Collection and cultured in Dulbecco's
modified Eagle’s medium, supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum, in a 37 °C incubator with 5% CO,. At the time of the
experiments cells were suspended in HEPES-buffered saline (HBS)
containing (in mM}: 145 Nadl, 10 HEPES, 10 p-glucose, 5 KCl, 1 MgS0,,
1 mM CaCl,, pH 7.45. When a Ca®"-free medium was required 1.2 mM
EGTA was added.

Cell transfection with shTRPC1 and shTRPC6 was performed as
described previously [29,30] using shTRPC1 and shTRPC6 kindly
provided by Dr. Ambudkar. For the shRNA targeting human TRPC1 the
sense sequence was 5'-CACCGGGTGACTTTATATGGTTCGAAAACCATA-
TAATAGTCACCC-3' and the antisense sequence was 5'-AAAAGGGT-
GACTATTATATGGTTTTCGAACCATATAATAGTCACCC-3'. For the
SshTRPCG the sense sequence was 5'-CACCGTCGAGGACCAGCATA-
CATGCGAACATGTATGCTGGTCCTCGAC-3" and the antisense sequence
was 5'-AAAAGTCGAGGACCAGCATACATGTTCGCATG-
TATGCTGGTCCTCGAC-3". These sequences were synthesised and
hybridized as previously described [29,31]. Plasmids were used for
silencing experiments at the concentration 1 ug/pl.

2.3. Immunoprecipitation

Cell suspension aliquots (500 uL) were treated as described and
lysed with lysis buffer, pH 7.2, containing 316 mM NaCl, 20 mM Tris,
2 mM EGTA, 0.2% SDS, 2% sodium deoxycholate, 2% triton X-100,
2mM phenyl methyl sulfonyl fluoride, 100 ug/ml leupeptin and
10 mM benzamidine. Protein immunoprecipitation was achieved by
incubating samples with 1 pg anti-STIM1 or anti-TRPC6 antibody or
2 ug anti-TRPC1 or anti-Orail antibody and protein A-agarose
overnight at 4 °C.

2.4. Western blotting

Western blotting was performed as described previously [32].
Briefly, proteins were separated by 10% SDS-PAGE and electrophoret-
ically transferred, for 2 h at 0.8 mA/cm?, in a semi-dry blotter (Hoefer
Scientific, Newcastle, Staffs, UK} onto nitrocellulose membranes for
subsequent probing. Blots were incubated overnight with 10% (w/v}
BSA in Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20 (TBST) to block residual
protein binding sites. Immunodetection of Orail, hTRPC1, hTRPC6 and
STIM1 was achieved using the anti-Orail or anti-STIM1 antibody diluted
1:250in TBST for 2 h or the anti-hTRPC1 or anti-TRPC6 antibody diluted
1:200 in TBST for 2 h. To detect the primary antibody, blots were
incubated for 1h with the appropriate horseradish peroxidase-
conjugated anti-IgG antibody diluted 1:10000in TBST and then exposed
to enhanced chemiluminescence reagents for 4 min. Blots were then
exposed to photographic films. The density of bands on the film was
measured using a scanning densitometry.

2.5. Measurement of intracellular free calcium concentration {[Ca®*].)

Cells were loaded with fura-2 by incubation with 2 uM fura-2/AM
for 30 min at room temperature. Fluorescence was recorded from
2 mL aliquots of magnetically stirred cellular suspension
(2x10% cells/mL) at 37 °C using a Cary Eclipse Spectrophotometer
(Varian Ltd, Madrid, Spain) with excitation wavelengths of 340 and
380 nm and emission at 505 nm. Changes in [Ca*"]. were monitored
using the fura-2 340/380 fluorescence ratio and calibrated as
previously described [33].

Ca®* release by TG was estimated using the integral of the rise in
[Ca?*]. for 180 s after the addition of the agonist [24]. Ca®+ entry was
estimated using the integral of the rise in [Ca’T]. for 150s after
addition of CaCl, and expressed as (nM's) [34]. Ca®" entry was
corrected by subtraction of the [Ca®* ], elevation due to leakage of the
indicator.

Mn?™ influx was monitored as a quenching of fura-2 fluorescence
at the isoemissive wavelength of 360 nm. To estimate the rate of fura-
2 fluorescence quenching after the addition of Mn®" to the medium
(or after addition of TG in the presence of Mn®*) the traces were fittad
to the equation y =S x e~ + A, where K is the slope, Sis the span and
A is the plateau [35].

2.6. Measurement of cholesterol levels

Quantitative determination of total cholesterol was performed using
a previously described procedure [36]. HEK 293 cells (107 cells/200 uL
of phosphate-buffered saline (PBS} containing 137 mM NaCl, 2.7 mM
Kdl, 562 mM Na,HPO,4, 1.09 mM NaH,POy, 1.47 mM KH,PO., pH 7.2,
and supplemented with 0.5% {w/v)} BSA} were lysed and cholesterol
was extracted from cell lysates by adding chloroform (400 pL) and
methanol (400 UL) to the sonicated cell lysate (100 uL). The bottom
(chloroform) layer was collected and evaporated under vacuum and
cholesterol was dissolved in ethanol and assayed using the colorimetric
assay Cholesterol E test {Wako Diagnostics), with absorbance deter-
mined at 600 nm in a spectrophotometer.
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2.7. Cholesterol-loaded M{BCD (CLM) preparation

CIM was prepared as described previously [37,38]. Briefly, 100 pmol
of MPRCD were dissolved in 600 WL of methanol and mixed with
30.8 pmol of cholesterol. The mixture was dried by nitrogen followed by
high vacuum for at least 1 h and then dispersed in 2 mL of PBS. The
resulting solution was sonicated for 3 min, incubated ina shaker at 37 °C
overnight and filtered with a 0.22-um-pore size syringe filter.

2.8. Biotinylation of cell surfuce proteins

Aliquots of cell suspensions (1 mL) were treated in the absence or
presence of MBCD following the indicated protocols. The reaction was
terminated with ice-cold Séerscen’s buffer (SB) containing 16 mM
NayHPO4, 114 mM NaH,PO4 pH 8.0. Cells were collected by
centrifugation at 900xg for 13 min at 4 °C. Cell surface proteins
were labeled by resuspending in EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin
(2.5 mg/12 mL of ice-cold 5B} and incubated under mixing for 1h
at 4 °C. The biotinylation reaction was terminated by the addition of
100 uL of 1M Tris hase, and remaining biotinylating agent was
removed by washing the cells in ice-cold SB. Labeled cells were
resuspended in PBS and then lysed. Labeled proteins were collected
by rotating the lysate overnight with streptavidin-coated agarose
beads and subjected to Western blotting as described previously.

2.9. Statistical analysis

Analysis of statistical significance was performed using Student’s t
test. The difference was considered statistically significant when at least
p=0.05.

3. Results

3.1. Disruption of lipid rafts inhibits TG-induced activation of cation
entry

We have investigated the role of lipid rafts in the activation and
maintenance of TG-evoked Ca’™ entry by using two previously
described experimental manceuvres [3,39]. The activation of Ca®*
entry was investigated by preincubation with MPCD, a compound
widely utilized to remove cholesterol from cells, thus disrupting the
lipid raft domains [26,27], prior to stimulation with TG. On the other
hand, MBCD was added after stimulation with TG when the role of
lipid rafts on the maintenance of Ca®" entry was investigated.

In the absence of extracellular Ca®*, addition of TG (1 uM) to fura
2-loaded HEK293 cells in stirred cuvettes at 37 °C evoked a biphasic
elevation in [Ca’']. due to release of Ca’" from internal stores
consisting of an initial rapid and transient increase in [Ca®*]
followed by a sustained elevation in [Ca®T]. (Fig. 1A and B). We
have recently found that this response might be attributed to the
existence of at least two different Ca’* pools in these cells, with
different Ca*" leakage rates {Aulestia F, personal communication).
Subsequent addition of Ca®" (final concentration 2 mM) to the
external medium induced a sustained increase in [Ca®*]. indicative of
Ca®* entry (Fig. 1A).

Cell treatment with 10 mM MPCD reduced the levels of cellular
cholesterol by 82% compared to levels found in control untreated cells
(Fig. 1E; n=4)}. Pretreatment of HEK293 cells at 37 °C with MpCD
(10 mM} for 30 min reduced TG-evoled Ca?™ entry to 80% of control.
MpPCD-treated cells showed a similar release of Ca’>* from the
intracellular stores upon treatment with TG for 180 s as compared
to untreated cells, indicating that accurnulation of Ca®* in the internal
stores was not significantly affected by disruption of lipid rafts
(Fig. 1A}.

The effect of MBCD on TG-induced store-operated divalent cation
entry was confirmed by monitoring the influx of Mn”*, which can be
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used as a surrogate for Ca®* entry given its quenching effect on fura-2
fluorescence [40].

Fura-2 was excited at the isoemissive wavelength, 360 nm, to allow
monitoring of quenching of fluorescence by Mn?™. In the presence of
Mn>", treatment with TG resulted in a sustained quenching of fura-2
fluorescence compared with non-stimulated cells (Table 1). Pretreat-
ment with MBCD had no effect on Mn? " entry per se and reduced TG-
evoked Mn>* influx to 68% (Table 1).

3.2. Effect of MPBCD on pre-activated store-operated Ca®™ entry

We have further investigated whether the integrity of the lipid raft
domains is required for the maintenance of Ca®" entry. To explore this
issue we investigated the effect of MBCD on Ca®* influx in HEK293 cells
once SOCE had been stimulated by treatment with TG, as described
above. Fig. 1B shows the effect of addition of MBCD to TG-treated HEK293
cells. MPCD (10 mM) or the vehicle (DMSO} was added 180 s after TG. As
shown in Fig. 1A, Ca®T entry was clearly stimulated at this point in time.
Subsequent addition of MRCD for 30 min enhanced SOCE to 197% of
control, without altering the release of Ca>* from the stores (Fig. 1B;
n=~6). These findings suggest thatlipid rafts disruption in store-depleted
cells alters the maintenance of TG-evoked Ca®™* entry.

In order to investigate whether the effects of MBCD were specific
for cholesterol depletion, we performed a series of experiments where
cell were treated with CLM. As shown in Fig. 1C and D, treatment of
HEK 293 cells with CLM did not significantly modify TG-induced Ca®*
mobilization in these cells, thus suggesting that the effect of MBCD
was specific at removing cholesterol from the cells.

3.3. Effect of MBCD on SOCE and non-capacitative Ca®” entry

Cell treatment with TG results in passive Ca’* efflux from the
intracellular stores, which results in: 1} depletion of the Ca®* stores, and
thus, activation of SOCE, and 2) elevation in [CaH]c, which, in turn, might
result in the activation of Ca’'-dependent signalling pathways. In
support of this, a recent study has reported that, in addition to SOCE,
treatment with TG results in autocrine stimulation of non-capacitative
Ca®" entry in human platelets [41]. In order to investigate whether TG-
evoleed Ca®* entry in HEK293 cells is entirely capacitative we have
investigated the effect of lanthanurm, a well known SOCE blocker [3542],
on the activation and maintenance of TG-induced Ca>* entry. As shown
in Fig. ZA, addition of 100 uM La®*, 30 min prior stimulation with TG,
abolished the entry of Ca®* (p<0.05; n=86). Interestingly, when La3+
was added after treatment with TG, Ca®T entry observed 30 min after the
addition of La** was significantly reduced as compared to control
(Fig. 2B; p<0.05; n=6) but still 63% of Ca®" influx remained (Fig. 2B}.
These findings indicate that Ca® " influx induced by brief stimulation with
TG is entirely capacitative while Ca?* influx observed after prolonged
stimulation with TG has both capacitative and non-capacitative
components.

Next we have investigated whether the effect of MPCD on TG-
induced activation and maintenance of Ca®>" entry was through SOCE or
through non-capacitative Ca®™ entry pathways. As expected, preincuba-
tion of HEK293 cells for 30 min at 37 °C with 10 mM MBCD in
combination with 100 uM La®* resulted in complete inhibition of TG-
evoked Ca’* entry when Ca®™ was reintroduced in the extracellular
medium 180 s after TG (Fig. 3A). Fig. 3B shows the effect of adding MPCD
in combination with La®>* to store-depleted HEK293 cells. Either agents
or the vehicles were added 180 s after TG. Addition of MBCD plus La>* for
30 min reduced TG-evoked Ca®* entry by 25% as compared to treatment
with MBCD alone, although Ca®* entry in the prasence of both agents
was still found to be significantly greater than Ca*7 influx observed in
vehicle-treated cells (TG-evoked Ca®T entryin the presence of MBCD and
La®* was 150% of control; p<0.05; n=6).

Fig. 3C summarizes the effects of MBCD, La®>* or a combination of
both agents on TG-induced activation and maintenance of Ca®* entry.
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Fig. 1. Effect of MBCD on the activation and maintenance of TG-induced Ca®* entry in HEK283 cells. (A and C) fura-2-loaded cells were preincubated for 30 min at 37 °C in the
presence of 10 mM MPRCD (A) or 10 mM cholesterol-loaded MRCD (CLM; C) or the vehicle (DMSO; Control). At the time of experiment, 1.2 mM EGTA was added. Cells were then
stimulated with 1 M TG, and 18C s later 2 mM CaCl, was added to the medium. (B and D) fura-2-loaded cells were suspended in a Ca®*-free medium (1.2 mM EGTA was added) and
were then stimulated with 1 pM TG. Three minutes later 10 mM MBCD, 10 mM cholesterol-loaded MBCD (CLM; D) or the vehicle was added as indicated. CaCl, (final concentration
2 mM) was added to the medium 30 min after MBCD or CLM to initiate Ca* entry. Traces shown are representative of six independent experiments. (E) Total cholesterol levels were
measured from equal numbers of untreated HEK 293 cells or HEK 293 cells after treatment for 30 min with 10 mM MBCD (n=4). *p<0.05 compared to control,

The activation of Ca** entry by TG was abolished in the presence of
La®T and significantly reduced by MBCD. In contrast, the maintenance
of Ca®* entry induced by TG was only partially sensitive to La>™ and
was facilitated by MBCD. The reduction of Ca®>* entry determined
30 min after TG induced by La3* in the absence and presence of MBCD
was found to be similar, which strongly suggest that disruption of lipid
rafts by MpCD facilitates exclusively non-capacitative Ca>* entry and has
no effect on the maintenance of SOCE. To further explore this issue we
investigated the effect of MPCD on the maintenance of TG-evoked store-
operated Mn?" entry. As shown in Table 1, treatment with MpBCD once
store-operated cation entry has been activated by TG had no significant

affect on the influx of Mn>*, which further confirms that lipid rafts are
not necessary for the maintenance of this process.

34. Role of TRPC1 and TRPCE in the activation and maintenance of Ca®>*
entry in HEK293 cells

We have now investigated the role of TRPC1 and TRPC6 in TG-
induced Ca’* entry by using TRPC1 and TRPC6 expression silencing.
As shownin Fig. 4B and C, shTRPC1 and shTRPC6 reduced significantly
the amount of TRPC1 and TRPC6, respectively, detected in HEK293
cells as compared to controls. Western blotting with anti-actin
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Table 1

Effect of MRCD on the activation and maintenance of TG-induced Mn** entry.
Treatment Slope

Activation Maintenance

Control —0.0035 1+ 0.0004 —0.0026 £0.0003
TG —0.0325+0.0025 —0.0278 +0.0031
MpPCD —0.0027 +0.0002 —0.0028 £ 0.0005
MpCD +TG —0.0229 +0.0015" —0.0256 +0.0033

HEK293 cells were loaded with fura-2 and resuspended in a medium containing 1 mM
Ca®* as described in Materials and methods. Fura-2 fluorescence was measured at an
excitation wavelength of 360 nim, the isoemissive wavelength. Activation: Cells were
pretreated with 10 mMMPCD or the vehicle for 30 min at 37 °C. At the time of
experiment 1.2 mM EGTA was added followed by 2 mM MnCl; and then cells were
stimulated with TG (1 uM; TG and MBCD+TG) or the vehicle (Control and MBCD).
Maintenance: At the time of experiment 1.2 mM EGTA was added and then cells were
stimulated with TG (1 uM; TG and MBCD+TG) or the vehicle (Control and MRCD).
Thiee minutes later 10 mM MPBCD or the vehicle was added and 30 min later 2 mM
MnCl, was added to monitor Mn®* entry, following the protocol described in the
legend to Fig. 1. The slopes were calculated as described under Materials and methods
(n=E6). *p<0.05 compared to TG-treated cells in the absence of MBCD.

antibody revealed a similar amount of protein in all lanes (Fig. 4B and
C, bottom panels). We have found that shTRPC1 and shTRPCE reduce
TG-induced Ca*™ entry by 38 + 5% and 16 -+ 4% of control, respectively
(Fig. 4A; p<0.05; n=4). A combination of shTRPC1 and shTRPC6
reduced TG-evoked Ca®* influx by 46 4 7% (Fig. 4A; p<0.05; n=4). As
shown in Fig. 4A, shTRPC1 and shTRPC6 did not alter TG-induced Ca®™
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Fig. 2. Effect of lanthanum on the activation and maintenance of TG-induced Ca®* entry
in HEK293 cells. (A) Fura-2-loaded cells were preincubated for 30 min at 37 °Cin the
presence of 100 M LaCl; or the vehicle (HBS; Control) following the protocol described
in the legend to Fig. 1. At the time of experiment, 1.2 mM EGTA was added. Cells were
then stimulated with 1 pM TG, and 180 s later 2 mM CaCl, was added to the medium.
(B) Fura-2-loaded cells were suspended in a Ca’*-free medium (1.2 mM EGTA was
added) and were then stimulated with 1 UM TG. Three minutes later 100 M LaCls or
the vehicle was added as indicated. CaCl; (final concentration 2 mM) was added to the
medium 30 min after La** to initiate Ca®* entry. Traces shown are representative of six
independent experiments.
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Fig. 3. Role of lipid rafts in the activation and maintenance of TG-induced Ca®* entry in
HEK253 cells. (A) Fura-2-loaded cells were preincubated for 30 min at 37 °Cin the presence
of 100 pM LaCl; and 10 mM MPRCD or the vehicles (Control) following the protocol described
in the legend to Fig. 1. At the time of experiment, 1.2 mM EGTA was added. Cells were then
stimulated with 1 UM TG, and 180 s later 2 mM CaCl, was added to the medium. (B) Fura-2-
Ioaded cells were suspended in a Ca>*-free medium (1.2 mM EGTA was added ) and were
then stimulated with 1 uM TG, Three minutes later 100 pM LaCl in combination with
10 mM MPBCD or the vehicles were added as indicated. CaCl, ( final concentration 2 mM) was
added to the medium 30 min after La** + MPCD to inidate Ca** entry. Traces shown are
representative of six independent experiments. (C) Histograms summarizing the percentage
of Ca®* entry in the presence of MBCD, La®* or both relative to their control (vehicle was
added). Ca>* entrywas determined as described in Materials and methods. Left panel shows
the effect of preincubation with MBCD and/or La** prior TG stimulation on the activation of
Ca®* entry. Right panel shows the effect of addition of MBCD and/or La®*, to cells that had
heen stimulated with TG, on the maintenance of Ca®* entry. Values are means - SEM;
* indicates differences compared with TG-treated cells in the absence of MPCD and La® ™.
® indicates differences compared with TG-treated cells in the presence of MRCD alone.

release from the intracellular stores, which indicates that this
treatment did not alter either the ability to accumulate Ca®* in the
stores or the Ca®" leakage rate in these cells.

We have further explored the effect of MBCD and/ or La* " on Ca®™
entry in TG-stimulated cells treated with shTRPC1 and shTRPC6
following the protocol depicted in Figs. 1B-3B. As shown in Table 2,
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Fig. 4. Role of TRPC1 and TRPCG in TG-induced Ca®* entry. (A) HEK283 cells were
transfected with shTRPC1, shTRPCE, both or control vector (black traces) and used after
48 h for Ca®* measurements. Cells were loaded with fura-2 and stimulated with 1 uM
TG, in a Ca**-free medium (1.2 mM EGTA was added), followed by addition of CaCl,
(final concentration 2 mM) to initiate Ca®* entry. Traces are representative of four
independent experiments. (B and C) HEK283 cells were transfected with shTRPC1,
SshTRPCE or control vector, as indicated, and used after 48 h for protein detection.
Western blotting showing the expression levels of TRPC1 (B) or TRPCE (C), which was
significantly reduced in lysates from cells transfected with shTRPC1 or shTRPC6,
respectively. Bottom panel: Western blotting with anti-G actin antibody for protein
loading control.

both shTRPC1 and shTRPCE significantly reduced the Ca® ™ entry evoked
by TG (p<0.05; n=3-4). shTRPC1 did not alter the La’*-insensitive
component of Ca®* entry, while shTRPC6 attenuated this component,
thus suggesting that TRPC6, but not TRPCI, is involved in non-
capaditative Ca’* entry in these cells (Table 2, p<0.05; n=3-4).
Interestingly, in the presence of MRCD, shTRPCI significantly reduced
TG-evoked Ca®>™ entry in the absence but not in the presence of La®™,
which suggests that TRPC1 is involved solely in SOCE even after lipid raft

Table 2
Role of TRPC1 and TRPCE on the maintenance of TG-induced Ca* entry.

Treatment Integral (nM's) Treatment Integral (nM-s)
Control 15,623 £ 785 Control 14,923 £ 619
shTRPC1 12,185 46917 shTRPCE 11,322 4 544"
MpCD 24,110 + 785" MpCD 25,041 + 885™
shTRRC1: MBCD 20873 +£705" T shTRRC6: MBCD 14,008 4 5157
La*+ 9845 1+ 771" La*t 10,178 4585
shTRPC1:La®* 0789£ 685" shTRPCE:La*+ 683343217 1
MPCD + La** 19,058 + 744" MPCD + La*t 18,551+ 618"
ShTRPCI: 18,1454 518" shTRPCE: 802514027
MBCD +La*+ MBCD + La**™

HEKZ293 cells were transfected with shTRPC1, shTRPCE, as indicated, or control vector
and used after 48 h for Ca>* measurements. Fura-2-loaded cells were suspended in a
Ca®*-free medium (1.2 mM EGTA was added) and were then stimulated with 1 1M TG,
Three minutes later 100 uM LaCl; 10 mM MPBCD, both or the vehicles were added
following the protocol described in the legend to Fig. 3. CaCly (final concentration
2 mM) was added to the medium 30 min after La** and/or MBCD to initiate Ca®*
entry. Ca®* entry was estimated using the integral of the rise in [Ca®" |, for 150 s after
addition of CaCl» and corrected by subtraction of the [Ca®*]. elevation due to leakage of
the indicator (n =3-4).

* p<0.05 compared to TG-treated cells in the absence of La** and MpCD.

1 P<0.05 compared to cells transfected with control vector.

disruption. In contrast, in the presence of MRCD, shTRPCE significantly
reduced TG-evoked Ca®>" entry in the absence and presence of La*". The
contribution of TRPCG to the La®*-insensitive component was found to
be greater in the presence of MBCD than in its absence (shTRPC6E reduced
La®-insensitive Ca>* entry by 33% and 52% in the absence and presence
of MBCD, respectively; Table 2). These findings suggest that MRCD
enhances the La*"-insensitive component of Ca®* entry by recruiting
further TRPC6 channel units in the non-capacitative Ca®* entry pathway
(Table 2, p<0.05; n=4}. To confirm this possibility we have investigated
the effect of MBCD on OAG-stimulated Ca®* entry. OAG is a diacylglycerol
analogue that induces non-capacitative Ca?* entry [43]. As shown in
Fig. 5, MRCD enhanced OAG-induced Ca®* entry by 27%. This effect was
abolished by shTRPC6 treatment, which reduced OAG-mediated Ca®™
entry per se by 34% in agreement with previous studies reporting a role of
TRPC6 in non-capacitative Ca®* entry [43,44]. These findings indicate
that MRCD-enhanced nen-capacitative Ca** entry was mediated by
TRPCG.

3.5. Effect of MBCD on TG-induced activation and maintenance of the
association of Orail with STIM1, TRPC1 and TRPC6 in HEKZ293 cells

We have investigated the association between the plasma mem-
brane (PM) protein Orail and the ER Ca®™ sensor STIM1 or the Ca®*
channel subunits TRPC1 and TRPC6 by looking for co-immunoprecip-
itation from cell lysates. Immunoprecipitation and subsequent SDS-
PAGE and Western blotting were conducted using resting cells and cells
treated with TG, in a Ca®>*-free medium, to induce passive depletion of
the intracellular Ca®" stores. As depicted in Fig. 6, upper panels, our
results show detectable association between Orail and either STIM1
(Fig. 6A), TRPC1 (Fig. 6B) and TRPCG (Fig. 6C) in resting HEK293 cells.
Co-immunoprecipitation between Orail and STIM1, TRPC1 and TRPC6
was significantly enhanced by treatment for 180 s with TG by 301, 142
and 291% of control, respectively (Fig. 6, upper panels and histograms;
p=0.05; n=6). Western blotting with anti-Orail antibody confirmed a
similar content of this protein in all lanes (Fig. 6, middle panels).

In order to investigate the role of lipid rafts on the activation of the
interaction between Orail and the mentioned proteins we have tested the
effect of treatment with MPBCD prior stimulation with TG in a Ca®*-free
medium. As shown in Fig. 6, pretreatment for 30min at 37 °C with
10 mM MPCD reduced TG-evoked enhanced co-immunoprecipitation
between Orail and STIM1, TRPC1 and TRPC6 stimulated by TG to 156, 122
and 145%, respectively, without having any significant effect in the
association between these proteins inresting HEK293 cells. These findings
suggest that the association between Orail and the proteins STIM1, TRPC1
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Fig. 5. Role of TRPCE in OAG-induced Ca®* entry. HEK293 cells were transfected with
ShTRPCE or control vector and used after 48 h for Ca>* measurements. Fura-2-loaded
cells were preincubated for 30 min at 37 °C in the presence of 10 mM MRCD or the
vehicle (DMSO). At the time of experiment, 2 mM CaCl; was added. Cells were then
stimulated with 100 M OAG. Changes in [Ca®*]. were monitored as described in
Materials and methods. Traces are representative of four separate experiments.
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Fig. 6. Effect of MBCD on TG-induced activation of the association of Orail with STIM1, TRPC1 and TRPCE in HEK293 cells. HEK cells were preincubated for 30 min with 10 mM M2CD
or the vehicle (DMSO) in a medium containing 1 mM Ca®*. At the time of experiment, 1.2 mM EGTA was added. Cells were then stimulated with TG (1 uM) for 180 s or left untreated
and lysed. Whole cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-STIM1 (A}, anti-TRPC1 (B) or anti-TRPCG (C) antibody and immunoprecipitates were subjected to 10% SDS-
PAGE and subsequent Western blotting with a specific anti-Orail antibody. Membranes were reprobed with the antibody used for immunoprecipitation for protein loading control.
The panel shows results from one experiment representative of 5 others. Molecular masses indicated on the right were determined using molecular mass markers run in the same
gel Histograms represent the quantification of the association of Orail with STIML, TRPCI and TRPC6 under different experimental conditions. Results are expressed as mean + SEM
and presented as percentage of control {non-stimulated cells not treated with MBCD). *p<0.05. HC, heavy chain of the immunoglobulin used for immunoprecipitation. (D) HEK cells
were preincubated for 30 min with 10 mM MBCD or the vehicle (DMSD) in a medium containing 1 mM Ca%". Before cell stimulation 1.2 mM EGTA was added. Cells were then
stimulated with TG (1 pM), stimulation was terminated after 180 s in ice-cold Sercen's buffer, and cell surface proteins were labeled by biotinylation, as described under Materials
and methods. Labeled proteins were extracted with streptavidin-coated agarose beads and analyzed by SDS-PAGE and Western blotting (WB) using the anti-TRPCI, anti-Orail or
anti-TRPCG antibody. Western blotting of the samples using anti-actin antibody was performed for sample protein controls. Positions of molecular mass markers are shown on the
right. Histograms indicate quantification of cell surface proteins. Values are mean 4 SEM of four independent experiments.
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Fig. 7. Effect of MBCD on the maintenance of the association of Orail with STIM1, TRPCL and TRPC6 induced by TG in HEK293 cells, HEK cells were stimulated with TG (1 uM) inaCa®*-free
medium (1.2 mM EGTA was added). Three minutes later cells were treated with 10 mMMRCD or the vehicle (DMSO) for a further 30 min and lysed. Whole cell lysates were
immunoprecipitated (IP) with anti-STIM1 (A}, anti-TRPCI (B) or anti-TRPCE (C) antibody and immunoprecipitates were subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western blotting with
a specific anti-Orail antibody. Membranes were reprobed with the antibody used for immunoprecipitation for protein loading control. The panel shows results from one experiment
representative of 5 others. Molecular masses indicated on the right were determined using molecular mass markers run in the same gel. Histograms represent the quantification of the
association of Orail with STIM1, TRPCL and TRPCE under different experimental conditions. Results are expressed as mean 4 SEM and presented as percentage of control {non-stimulated
cells not treated with MBCD). *p<0.05. HC, heavy chain of the immunoglobulin used for immunoprecipitation. (D) HEK cells were stimulated with TG {1 uM) in a Ca>*-free medium
(1.2 mM EGTA was added). Three minutes later cells were treated with 10 mi MBCD or the vehicle (DMSO) for a further 30 min and stimulation was terminated in ice-cold Séercen’s
buffer, and cell surface proteins were labeled by biotinylation, as described under Materials and methods. Labeled proteins were extracted with streptavidin-coated agarose beads and
analyzed by SDS-PAGE and Western blotting (WB) using the anti-TRPC1, anti-Orail or anti- TRPC6 antibody. Western blotting of the samples using anti-actin antibody was performed for
sample protein controls. Positions of molecular mass markers are shown on the right. Histograms indicate quantification of cell surface proteins. Values are mean -+ SEM of four
independent experiments.
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and TRPCG stimulated by short treatment with TG requires the integrity of
the lipid raft domains.

We have further investigated whether the changes in Ca®+ entry
or the association between Ca®™ channel proteins might be attributed
to changes in surface expression of these proteins. As shown in Fig. 6D,
analysis of biotinylated proteins shows that treatment with MBCD did
not modify surface expression of TRPC1, Orail or TRPC6.

Next, we have explored the co-immunoprecipitation between
Orail and either STIM1 or the TRPC proteins TRPC1 and TRPCG upon
prolonged stimulation with TG (30 min treatment in a Ca®"-free
medium) to investigate the maintenance of the association between
these proteins. As shown in Fig. 7, Western blotting with anti-STIM1,
anti-TRPC1 or anti-TRPCE antibody of anti-Orail immunoprecipitates
revealed association of Orail with STIM1, TRPC1 and TRPCE in resting
cells. Treatment with TG (1 uM} for 30 min resulted in a small but
significant increase in the association between Orail and both STIM1
and TRPC1 (after 30 min treatment with TG the association between
Orail and STIM1 or TRPC1 was 121 and 113% of control, respectively;
Fig. 7A and B; upper panels and histograms; p<0.05; n=86).
Interestingly, co-immunoprecipitation between Orail and TRPC6
was significantly reduced after treatment for 30 min with TG to 71%
of control (Fig. 7C; upper panel and histograms; p<0.05; n=6). To
investigate the relevance of lipid raft domains on the maintenance of
the interaction between Orail and the mentioned proteins we have
tested the effect of treatment with MBCD on HEK293 cells that had
been stimulated with TG. As shown in Fig. 7, addition of
10 mM MBCD, 180 s after stimulation with TG, for a further 30 min
did not significantly reduce TG-evoked co-immunoprecipitation
between Orail and STIM1 or TRPC1 (co-immunoprecipitation
between Orail and STIM1 or TRPC1 was 110 and 109% of control,
respectively), but further decreased co-immunoprecipitation be-
tween Orail and TRPC6 stimulated by this agent to 42% of control.
MPBCD had no significant effect in the association between these
proteins in resting HEK293 cells. As shown in Fig. 7D, treatment with
MPCD did not modify surface expression of TRPC1, Orail or TRPCG,
thus suggesting that the changes observed are not due to changes in
the membrane location of these proteins.

4. Discussion

A number of studies have revealed that lipid raft domains are
important for the activation of a number of cellular functions,
including cell adhesion and migration, apoptosis, organization of the
cytoskeleton, exocytosis and endocytosis [45,46]. These cellular
events are dependent on rises in [Ca®*]. and lipid rafts have been
shown to regulate the mechanism of activation of SOCE [47].

We have recently reported that activation and maintenance of
SOCE are differentially regulated in different cell types. For instance,
the activation of SOCE is sensitive to the actin cytoskeleton stabilizer
jasplakinolide, while the maintenance of Ca?* entry is insensitive to
actin network stabilization both in human platelets and mouse
pancreatic acinar cells [3,39]. Interestingly, we now report for the first
time that cholesterol sequestration in cells that had been pretreated
with TG enhances TG-evoked Ca®* influx.

Lipid rafts are plasma membrane domains, resistant to mild
detergents, rich in cholesterol and sphingolipids, that organize the
assembly of signalling molecules [48]. As previously demonstrated
[26] MBCD is a cholesterol-reducing agent that selectively reduces
lipid raft stability and is the most widely used mean to test the role of
lipid rafts. Since MpBCD does not affect other lipid raft constituents,
experimental evidence suggests that, although MBCD significantly
impair lipid rafts, it does not remove them completely. Keeping this
limitation in mind, we have investigated the role of lipid rafts in the
activation and maintenance of Ca>™ entry by addition of MBCD
either before (for the activation} or after TG stimulation (to
investigate the maintenance of SOCE), respectively. Since incuba-
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tion with MPCD was maintained for 30 min, in order to be consistent
with the treatment with MBCD we necessarily explored the
activation and maintenance of TG-evoked Ca* entry at different
times after TG addition, ie. 180s after TG when cells were
preincubated with MRCD prior TG (for the study of the activation
process} and 30 min after TG when cells were treated with MBCD
after TG (for the study of the maintenance}. We have investigated
the sensitivity of Ca?* entry to the SOCE blocker La®>* at these time
periods and found that while Ca®* entry after 180 s stimulation with
TG is entirely sensitive to La®t, the influx of Ca®™ after 30 min of
treatment with TG was partially insensitive to trivalent cations. The
La**-insensitive TG-stimulated Ca®>* entry might be attributed to
the activation of cation currents through Ca>"-dependent channels
or transporters, such as the reported reverse Na®/Ca®>* exchange
activation secondary to store depletion [25]. We have found that
shTRPC6 reduces the La**-insensitive component in these cells. A
major finding of this study is that the increase in Ca®* entry by
addition of MCD to TG-treated cells is mostly due to enhancement
of the La®**-insensitive component, without altering SOCE (see
Fig. 3C), thus suggesting that lipid rafts are not required for the
maintenance of SOCE once it has been activated but enhances non-
capacitative Ca®* entry stimulated by 30 min treatment with TG, an
effect that might be attributed to the recruitment of further TRPC6
units to the non-capacitative Ca®* entry mechanism as demon-
strated using shRNAs. Our results indicate that TRPC1 proteins
support both the activation and maintenance of SOCE stimulated by
TG and do not participate in non-capacitative Ca®>* entry upon lipid
rafts disruption in these cells. In support of the lack of effect of MBCD
on the maintenance of SOCE we have found that incubation for
30 min with this agent after cell treatment with TG had a negligible
effect, if any, on the maintenance of Mn?+ entry. We assume that all
Mn?* enters only through the store-operated pathway. The use of
Mn>" to explore store-operated cation entry is widely accepted
[49]. Mn?* avoids interferences in the study of store-operated
cation entry arising from the stimmulation of the plasma membrane
Ca®*-ATPase, since Mn®>™" is transported by this pump with lower
affinity than Ca®* [50,51], is a known inhibitor of the Na*t/Ca®+
exchanger [52] and the permeability for Mn?" of non-capacitative
Ca®*-selective channels, such as TRPVS, is significantly smaller than
for Ca®* [53].

Lipid raft domains have been reported to provide an adequate
environment for the interaction of different SOCE-associated proteins,
including STIM1, Orail and TRPC proteins [27,28,47], although the role of
lipid rafts in the activation of SOCE and the assodiation of STIM1 and Orail
with lipid rafts has been recently challenged by a recent report suggesting
that Icrac 18 not dependent on lipid raft domains [54]. Our results indicate
that lipid rafts play a relevant role in the activation but not the
maintenance of the assodation of Orai1 with the ER Ca>* sensor STIM1
and the channel subunit TRPC1 stimulated by TG. We noticed that TG-
evolked association between these proteins was transient and 30 min after
TG addition the interaction between these proteins was close to the
resting level. Interestingly, we found that TG promotes and initial
association between Orail and TRPC6 but prolonged stimulation with
TG results in dissociation of these proteins. We have recently reported that
TRPC6 participates both in SOCE and non-capacitative Ca>* entry through
its interaction with the Orai1-STIM1 complex or hTRPC3 respectively [ 22].
Althoughwe have not investigated the association of TRPC6 with TRPC3 in
this study, dissociation of TRPC6 from Orail might underlie the activation
of non-capacitative Ca>* entry. This would provide an explanation to the
effects of MBCD both enhancing non-capacitative Ca®* entry and reducing
co-immunoprecipitation of Orail with TRPCG.

In conclusion, our results indicate that lipid rafts play an important
role in TG-induced divalent cation entry, which is likely mediated by a
role of lipid rafts in the association between Orail, the ER Ca’> " sensor
STIM1 and the channel subunits TRPC1 and TRPC6. Lipid rafts
disruption before the activation of SOCE results in attenuation of
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store-operated association between these proteins and cation entry;
however, when disruption of lipid rafts occurs after store depletion
the association of Orail with STIM1 or TRPC1 was not significantly
reduced, as well as Mn®™ entry, but dissociation between Orail and
TRPCG was dearly enbanced, thus explaining the increased non-
capacitative Ca®™ entry.
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STIMT1 is a transmembrane protein essential for the activation of store-operated Ca®" entry (SOCE), a major
Ca’t influx mechanism. $TIM1 is either located in the endoplasmic reticulum, communicating the Ca®*
concentration in the stores to plasma membrane channels or in the plasma membrane, where it might sense
the extracellular Ca®* concentration. Plasma membrane-located STIM1 has been reported to mediate the
SOCE sensitivity to extracellular Ca’* through its interaction with Orail. Here we show that plasma
Keywords: membrane lipid raft domains are essential for the regulation of SOCE by extracellular Ca®*. Treatment of
STIM1 platelets with the SERCA inhibitor thapsigargin (TG} induced Mn?* entry, which was inhibited by increasing
Orail concentrations of extracellular Ca®". Platelet treatment with methyl-B-cyclodextrin, which removes

Lipid raft cholesterol and disrupts the lipid raft domains, impaired the inactivation of Ca®* entry induced by
Platelet extracellular Ca®". Methyl-B-cyclodextrin also abolished translocation of STIMI to the plasma membrane
Methyl-B-cyclodextrin stimulated by treatment with TG and prevented TG-evoked co-immunoprecipitation between plasma
Calcium

membrane-located STIM1 and the Ca®" permeable channel Orail. These findings suggest that lipid raft
domains are essential for the inactivation of SOCE by extracellular Ca?>™ mediated by the interaction between

plasma membrane-located STIM1 and Orail.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Store-operated Ca®" entry (SOCE) is a major mechanism for Ca®™
influx thatregulates a number of critical cell functions. SOCE is regulated
by the filling state of the intracellular Ca®™ stores, although the precise
mechanism regulating its activation/deactivation is not fully under-
stood. There is a large body of evidence supporting that the stromal
interaction molecule 1 (STIM1}, a transmembrane protein located in the
Ca®* stores, acts as the intraluminal Ca®" sensor [1,2] that commu-
nicates the amount of stored Ca®* to plasma membrane (PM) channels,
including Orai, especially Orail protein [3,4], and TRP family members
[5-7]. STIM1 has a single transmembrane region with a N-terminal EF-
hand Ca®* binding domain that is located in the lumen of the ER. Ca®*
store discharge has been reported to induce rapid translocation of STIM1
from a diffuse location in the ER membrane into puncta that
accumulated near the PM store-operated channels [8].

In addition to its placement in the ER, STIM1 has been found to be
located in the PM in different cell types [9-11]. This is the case of
human platelets, where STIM1 has been reported to migrate from ER
sites to the PM upon depletion of the Ca®" store [12], although the
PM-resident pool remains as a minor fraction of the cellular STIM1
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Caceres, 10071, Spain. Tel.: +34 827257139; fax: +34 927257110.
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(Jardin I, personal communication). The role of the PM-spanning
STIM1 is rather unknown: however, the Ca®™ binding EF-hand
domain of PM-resident STIM1 faces the extracellular medium, thus
suggesting that, as for the ER, STIM1 might play a role sensing the
extracellular Ca®* concentration. In human platelets, we have
recently reported that PM-located STIM1 plays an essential role in
the mechanism of inactivation of SOCE by extracellular Ca®* [13].
According to this, store-operated divalent cation entry is reduced by
extracellular Ca®" in a concentration-dependent manner [13],
probably as a mechanism to protect the cell against Ca®* overload,
which might lead to the development of apoptotic events [14-17]. In
these cells, external application of an antibody that recognizes the EF-
hand domain impairs the sensitivity of SOCE to the extracellular Ca®*+
concentration, thus supporting a role for PM-resident STIM1 in SOCE
regulation by extracellular Ca**, probably through its association
with Orail [13].

Cell signaling complexes have been reported to associate to
microdomains that facilitate the interaction between proteins of a
signaling cascade. Lipid rafts are detergent-resistant PM microdo-
mains, enriched in cholesterol and sphingolipids, which serve as
platforms for the recruitment of signaling complexes. Lipid rafts have
been reported to modulate SOCE in different manners, including
clustering STIM1 in ER-PM junctions [18] or facilitating the associa-
tion between STIM1 and TRPC1 [19]. In human platelets, lipid rafts
recruit TRPC1, TRPC4 and TRPCS in signaling complexes [20,21] and
facilitate the association between STIMI1, Orail and TRPC1 [22].



Resultados

432 N. Dionisto et al. { Biochimica et Biophysica Acta 1813 (2011) 431-437

Furthermore, we have recently demonstrated that lipid rafts are
essential for the activation but not the maintenance of SOCE in HEK-
293 cells. Disruption of lipid rafts by MBCD before store depletion
results in attenuation of SOCE and the association between STIM1,
Orail, TRPC1 and TRPCG; in contrast, when lipid rafts were disrupted
in cells with depleted stores, SOCE, as well as the association between
STIM1, Orail and TRPC1 was unaltered, but the association between
Orail and TRPC6 was attenuated, leading to the activation of a non-
capacitative Ca®~ entry mechanism [23]. In the present study we have
investigated the role of lipid rafts in the regulation of SOCE by
extracellular Ca®>* through the association between PM-resident
STIM1 and Orail in human platelets, which might shed new light on
the molecular basis underlying SOCE.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Fura-2 acetoxymethyl ester (fura-2/AM) was from Molecular
Probes (Leiden, the Netherlands). Apyrase (grade VII}, aspirin, bovine
serum albumin (BSA), methyl-p-cyclodextrin (MBCD), thapsigargin
(TG}, valinomycin, dimethyl BAPTA-AM and paraformaldehyde were
from Sigma (Madrid, Spain). Anti STIM1 (25-139} antibody was from
BD Transduction Laboratories (Frankin Lakes, NJ}. Fluorescein-
isothiocyanate (FITC)-conjugated donkey anti-mouse IgG antibody
was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Cholesterol E
test was from Wako Diagnostics (Richmon, VA). All other reagents
were of analytical grade.

2.2. Platelet preparation

Platelets samples were prepared as described previously [24] in
accordance with the Declaration of Helsinki. Briefly, blood was
obtained from drug-free healthy volunteers and mixed with one-
sixth volume of acid/citrate dextrose anticoagulant containing (in
mM): 85 sodium citrate, 78 citric acid and 111 p-glucose. Platelet-rich
plasma was then prepared by centrifugation for 5 min at 700 x g and
aspirin (100 uM) and apyrase (40pug/ml) added. Platelets were
collected by centrifugation at 350x g for 20 min and resuspended in
HEPES-buffered saline (HBS) containing (in mM}: 145 Nacl, 10
HEPES, 10 p-glucose, 5 KCl, 1 MgS0,, pH 7.45 and supplemented with
0.1% w/v BSA and 40 pg/ml apyrase.

2.3. Cell viability

Cell viability was assessed using calcein and trypan blue. For
calcein loading, cells were incubated for 30 min with 5 uM calcein-AM
at 37 °C and centrifuged and the pellet was resuspended in fresh HBS.
Fluorescence was recorded from 2 ml aliquots using a Cary Eclipse
Spectrophotometer (Varian Ltd., Madrid, Spain). Samples were
excited at 494 nm, and the resulting fluorescence was measured at
535 nm. The results obtained with calcein were confirmed using the
trypan blue exclusion technique. Ninety-five percent of cells were
viable in our platelet preparations, at least during the performance of
the experiments.

2.4. Determination of Mn®™ entry

Mn2* was used to monitor divalent cation entry. Mn?™ influx was
monitored in 1 ml aliquots of magnetically stirred cellular suspension
(2x10% cells/ml) at 37 °C using a Cary Eclipse Spectrophotometer
(Varian Ltd., Madrid, Spain} as a quenching of fura-2 fluorescence at
the isoemissive wavelength of 360 nm and presented on an arbitrary
linear scale. As previously shown [13], fura-2 fluorescence upon
excitation at 360 nm was Ca®" insensitive in our platelet prepara-
tions. To compare the rate of decay (slope} of fura-2 fluorescence

when platelets were subjected to different experimental procedures
traces were fitted to the equation y =Ax + B, where A is the slope and
B is the fura-2 fluorescence at the initiation of the experiment.

2.5. Immunofluorescence

The amount of PM-STIM1 was determined in samples by
immunofluorescence. Briefly, fixed platelets were washed in PBS to
remove the fixative and incubated for 2 h with 1 pg/ml anti-STIM1
(25-139) antibody. The platelets were then collected by centrifuga-
tion and washed twice in PBS. To detect the primary antibody,
samples were incubated with 0.02 ug/ml FITC-conjugated donkey
anti-mouse 1gG antibody for 1h and washed twice in PBS. Fluores-
cence was measured using a spectrofluorimeter (Varian Ltd., Madrid,
Spain). Samples were excited at 496 nm, and emission was at 595 nm.

2.6. Immunoprecipitation and Western blotting

The interaction between plasma membrane-located STIM1 and
Orail were determined using a previously established procedure [25].
Briefly, cells were stimulated and fixed by incubation with 3% (w/v}
paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS) containing (in
mM} 137 Na(l, 2.7 KCl, 5.62 NayHPO,, 1.09 NaH,POQ., 1.47 KH,PO,, pH
7.2 and supplemented with 0.5% (w/v} BSA, on ice for 10 min. Fixed
platelets were washed in PBS to remove the fixative, incubated for 1h
with anti-STIM1 (25-139) antibody and then washed again to remove
the antibody. Cells were then lysed by incubation with RIPA buffer, pH
7.2, containing 474 mM Nacl, 30 mM Tris, 3 mM EGTA, 0.3 % SDS, 3%
sodium deoxycholate, 3% triton X-100, 3 mM NazV04, 3 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride, 150 pg/ml leupeptin and 15 mM benzami-
dine. Anti-STIM1 (25-139) antibody-bound PM-STIM1 was
immunoprecipitated by addition of 25 pl of protein A-agarose
overnight at 4°C on a rocking platform. Immunoprecipitation of
STIM1 from whole cell lysates was performed as described previously
[6,26].The immunoprecipitates were resolved by 10% SDS-PAGE and
separated proteins were electrophoretically transferred onto nitro-
cellulose membranes for subsequent probing. Blots were incubated
overnight with 10% (w/v} BSA in Tris-buffered saline with 0.1% Tween
20 (TBST) to block residual protein binding sites. Immunodetection of
Orail and STIM1 was achieved using the anti-Orail antibody diluted
1:1000 in TBST for 2 h or the anti-STIM1 (25-139) antibody diluted
1:250 in TBST for 2 h. The primary antibody was removed and blots
were washed six times for 5min each with TBST. To detect the
primary antibody, blots were incubated for 45 min with horseradish
peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG antibody or horserad-
ish peroxidase-conjugated ovine anti-mouse IgG antibody, respec-
tively, diluted 1:10,000 in TBST and then exposed to enhanced
chemiluminescence reagents for 4 min. Blots were then exposed to
photographic films. The density of bands on the {ilm was measured
using a scanning densitometry and Image] software.

2.7. Measurement of cholesterol levels

Quantitative determination of total cholesterol was performed
using a previously described procedure [23]. Platelets (10% cells/200
UL PBS) were lysed, and cholesterol was extracted from cell lysates by
adding chloroform (400 L) and methanol (400 uL) to the sonicated
cell lysate (100 pL). The bottom (chloroform) layer was collected and
evaporated under vacuum, and cholesterol was dissolved in ethanol
and assayed using the colorimetric assay Cholesterol E test, with
absorbance determined at 600 nm in a spectrophotometer.

2.8. Cholesterol-loaded MPACD (CLCD) preparation

CLCD was prepared as described previously [27,28]. Briefly,
100 umol of MBCD were disolved in 600 uL of methanol and mixed
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with 30.8 umol of cholesterol. The mixture was dried by nitrogen
followed by high vacuum for atleast 1 h and then dispersed in 2 ml of
PBS. The resulting solution was sonicated for 3 min, incubated in a
shaker at 37 °C overnight and filtered with a 0.22-um pore size syringe
filter.

2.9. Statistical analysis

Analysis of statistical significance was performed using Student’s
unpaired t-test for parametric variables. For multiple comparisons,
one-way analysis of variance (ANOVA) combined with the Dunnet
tests was used. p<0.05 was considered to be significant.

3. Results

3.1. Role of lipid rafts in TG-evoked Mn?” entry in the presence of
different extraceliular concentrations of Ca?*

We have recently described the effect of increasing concentrations
of extracellular Ca®* on store-operated divalent cation entry by
measuring Mn®* influx [13]. Mn?T can be used as a surrogate for Ca**
given its quenching effect on fura-2 fluorescence [29]. In addition,
Mn?* avoids complications arising from the activation of Ca®*
transport mechanisms, such as the PM Ca?*-ATPase (PMCA) or the
Na't/Ca?* exchanger, since Mn? " is transported by PMCA with lower
affinity than Ca®* [30] and inhibits Na*/Ca®* exchange [31]. To
prevent interferences in Mn” " entry attributed to distinct membrane
depolarization due to cells exposure to increasing extracellular Ca®*
concentrations, the experiments were performed in the presence of
the K* ionophore valinomycin (3 uM}, in order to stabilize the
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platelet membrane potential close to the K™ equilibrium potential
[32]. As shown in Fig. 1A, in the absence of extracellular Ca®* {100 uM
EGTA added) treatment of platelets with the specific inhibitor of the
Ca’T-ATPases of internal stores (SERCAs), TG (200 nM), in the
presence of 500 uM external Mn?™*, resulted in a sustained quenching
of fura-2 fluorescence compared with non-stimulated cells. The rate of
decay (slope} of fura-2 fluorescence at 360 nm observed in a medium
containing 500 uM Mn?* in the presence of TG, was significantly
reduced in the presence of increasing concentrations of extracellular
Ca™ (0.3-3 mM) with no detectable effects on fura-2 fluorescence in
the absence of TG (Figs. 1B-D and 3).

We have investigated the role of lipid rafts in TG-evoked Mn** entry
by preincubation with MPCD, a compound widely used to remove
cholesterol from cells, thus disrupting the lipid raft domains [22,33].
Treatment of human platelets for 30 min with 10 mM MBCD reduced
the cholesterol content by 83 & 5% as detected by using the colorimetric
assay Cholesterol E test. As shown in Figs. 2 and 3, the quenching of fura-
2 fluorescence at 360 nm after stimulation of TG in the presence of
500 uM Mn® T was insensitive to extracellular Ca> ™ when platelets were
preincubated for 30 min with 10 mM MBCD. TG-induced Mn?* entry in
MpCD-treated cells was significantly attenuated at extracellular Ca®™
concentrations of 0 and 0.3 mM as compared to control {not treated
with MPBCD) but was significantly enhanced in the presence of 3 mM
extracellular Ca®>™ (Fig. 3), thus suggesting that lipid raft disruption
impairs the regulation of store-operated divalent cation entry depen-
dent on extracellular Ca®*. MBCD treatment did not affect Mn>* leak in
the absence of TG (Fig. 2}, suggesting that this agent does not affect
plasma membrane permeability to cations.

In order to investigate whether the effects induced by MpCD were
specific of cholesterol depletion, we repeated the experiments with
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Fig. 1. TG-evoked Mn** entry in the presence of different extracellular concentrations of Ca**. Human platelets were Ipaded with fura-2 and resuspended in HBS. Cells were
incubated for 30 min at 37 “C with DMSO (the vehicle of MBCD). Valinomycin (3 pM) was added 5 min before the onset of the experiment. At the time of experiment CaCl; (0-
3 mM), as indicated, and 500 pM Mn®* were added. Fura-2 fluorescence was measured at the isoemissive excitation wavelength of 360 nm. Platelets were either left untreated
(Control) or stimulated with TG (200 nM). For Ca®*-free conditions 100 uM EGTA was added to the medium. Traces are representative of six separate experiments.
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Fig. 2. Effect of MBCD on TG-evoked Mn** entry in the presence of different extracellular concentrations of Ca**. Human platelets were loaded with fura-2 and resuspended in HBS.
Cells were incubated for 3¢ min at 37 °Cwith 10 mM MBCD. Valinomycin (3 pM) was added 5 min before the onset of the experiment. At the time of experiment CaCl, (0-3 mM), as
indicated, and 500 uM Mn** were added. Fura-2 fluorescence was measured at the isoemissive excitation wavelength of 360 nm. Platelets were either left untreated {Control) or
stimulated with TG (200 nM). For Ca®*-free conditions 100 uM EGTA was added to the medium. Traces are representative of six separate experiments.

cholesterol-loaded MBCD (CLCD). Loading MPBCD with cholesterol
abolished the effect of MPBCD on TG-evoked Mn2+ entry in the
presence of increasing extracellular concentrations of Ca®* (Fig. 3),
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Fig. 3. Effect of MRCD on the slope of TG-evoked Mn®* entry in the presence of different
extracellular concentrations of Ca®*. Human platelets were loaded with fura-2 and
resuspended in HBS. Cells were incubated for 30 min at 37 °C with 10 mM MPCD or
with 10 mM cholesterol-loaded MBCD (CLCD), as indicated. Valinomycin (3 M) was
added 5 min before the onset of the experiment. At the time of experiment CaCl; (0-
3 mM), as indicated, and 500 uM Mn®* were added. Fura-2 fluorescence was measured
at the isoemissive excitation wavelength of 360 nm. Platelets were either left untreated
(Control) or stimulated with TG (200 nM). Data indicate the slope of Mn®* entry traces
in TG-stimulated platelets in the presence of different concentrations of extracellular
Ca®* expressed as means + SEM ([Ca**],=0 mM; 100 uM EGTA added). The rate of
decay (slope) of fura-2 fluorescence due to Mn?* entry was determined as described in
Materials and methods. Significance values indicate differences compared with TG-
treated cells in the absence of MBCD. "p<0.05.

which indicates that the effect observed with MPBCD was specific of
cholesterol removal.

3.2. Role of lipid rafts in TG-induced surface expression of STIM1

After Ca®* store depletion, STIM1 has been reported to migrate to
the PM, where the EF-hand domain faces the extracellular medium and
might act as an extracellular Ca** sensor [2,9]. We have previously
reported that treatment with TG results in Ca?"-dependent transloca-
tion of STIM1 to the PM [13]. Hence, we have now investigated the role
of lipid rafts in TG-induced surface expression of STIM1 by immuno-
fluorescence. Human platelets were incubated with 10 mM MPCD for
30 min, and immunofluorescence in resting and TG-stimulated cells was
determined using the anti-STIM1 (25-139} antibody on the basis of the
N-terminal extracellular location of the STIM1 (25-139) sequence of
PM-resident STIM1. As shown in Fig. 4, incubation of fixed, non-
permeabilized resting platelets in suspension with 1 pg/ml anti-STIM1
(25-139} antibody followed by detection using an FITC-conjugated
secondary antibody revealed the presence of STIM1 proteins in the
cellular surface. Data presented in Fig. 4 were corrected by subtraction of
the fluorescence due to non-specific binding of the secondary antibody
alone, which was less than 20% of the fluorescence detected in the
presence of the anti-STIM1 (25-139) antibody (data not shown}. In the
presence of 1 mM extracellular Ca®*, platelet stimulation with TG for
10 s enhanced surface expression of STIM1 by 18% (Fig. 4}. After 30 min
preincubation with 10 mM MBCD the effect of TG was abolished
without altering detection of STIM1 in the PM in resting cells (Fig. 4;
p=0.05; n=5). Treatment with CLCD was without effect on the surface
expression of STIM1 both at resting conditions and upon stimulation
with TG, thus suggesting that lipid rafts are necessary for TG-evoked
translocation of STIM1 to the PM.
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3.3. Role of lipid rafts in the asseciation between plasma membrane -
STIMI and Orail = S0
o
Since our previous studies have reported that regulation of SOCE ol
by extracellular Ca®~ is likely mediated by association of PM-located e . + - i . i
STIM1 and Orail in human platelets [13], we have now investigated MBCD - "
whether lipid raft domains disruption impairs this regulatory
CLCD - - - - + +

mechanism by preventing association between these proteins. The
association between PM-resident STIM1 and Orail was found
capacitative in nature since it exists in cells heavily loaded with the
intracellular Ca?* chelator dimethyl BAPTA where the stores were
depleted using TG [13]. We have tested for the association between
PM-STIM1 and Orail by looking for co-immunoprecipitation. Platelets
loaded with dimethyl BAPTA were preincubated for 30 min in the
absence and presence of 10 mM MPCD and then stimulated with 200
nM TG for 10 s before mixing with paraformaldehyde (1.5% in PBS}.
We have recently reported that fixing with glutaraldehyde provides
similar results [13]. Fixed cells were washed and incubated with anti-
STIM1 (25-139) antibody for 2 h further, washed, and lysed.
Immunoprecipitation in the presence of agarose beads was performed
overnight without further addition of antibodies and subsequent SDS-
PAGE and Western blotting were conducted. As shown in Fig. 5,
treatment for 10s with TG enhanced the association between PM-
resident STIM1 and Orail by 86%. Treatment with 10 mM MBCD for
30 min reduced TG-evoked response by 85% (Fig. 5, top panel and
histogram; p<0.05; n=4), while preincubation, for the same time
and with the same concentration of CLCD did not significantly alter
the association between PM-spanning STIM1 and Orail (Fig. 5, top
panel and histogram; p<0.05; n=4). Western blotting of the same
membranes with anti-STIM1 (25-139) antibody confirmed a similar
content of this protein in all lanes (Fig. 5, bottom panel)}.

We have further investigated the role of lipid rafts on the association of
Orail with STIM1 immunoprecipitated from platelet whole cell lysates,
including both PM-located and intracellular STIM1. Treatment of
dimethyl BAPTA-loaded human platelets for 10s with 200 nM TG
enhances the association of STIM1 with Orail by 267 4+39% of control
(resting cells}. Preincubation of platelets for 30 min with 10 mM MBRCD
reduced the association of STIM1 with Orail stimulated by TG to 1224
14% of control, without having any effect on the resting association
between these proteins.

139

Fig. 5. Effect of MBCD on TG-induced association of plasma membrane STIM1 and Orail
in human platelets. Platelets were incubated for 30 min at 37 °C with 10 mM MBCD or
with 10 mM cholesterol-loaded MBCD (CLCD), as indicated, and then stimulated with
200 nM TG for 10 s before mixing with an equal volume of ice-cold formaldehyde 3%
(w/v) in PBS for 10 min. Cells were then incubated with 1 pg/ml anti-STIM1 (25-139)
antibody for 2 h, washed twice in PBS and lysed. Whole cell lysates were incubated
overnight with 25 pg/ml agarose beads and immunoprecipitates were subjected to 10%
SDS-PAGE and subsequent Western blotting with a specific anti-Orail antibody.
Membranes were reprobed with the anti-STIM1 (25-139) antibody for protein loading
control. The panel shows results from one experiment representative of five others.
Molecular masses indicated on the right were determined using molecular-mass
markers run in the same gel. Histograms represent the quantification of plasma
membrane STIM1 (PM-STIM1)-Orail association in resting (control) and TG-treated
cells. Results are presented as arbitrary optical density units and expressed as means 4
S.EM. "p=<0.05 compared to control (cells not stimulated with TG).

4. Discussion

SOCE is a mechanism regulated by the filling state of the intracellular
Ca’* stores that is fully inactivated by Ca®" store replenishment [34].
Although the activation of SOCE has been extensively investigated, the
mechanisms of SOCE inactivation remain unclear. One of the mecha-
nisms of SOCE inactivation is the fastinactivation of CRAC/Orai channels,
with millisecond time constants, that arises from feedback inhibition of
Icrac mediated by the cytosolic Ca®* concentration around individual
CRAC channels [35,36]. In addition, a role for PM-resident STIM1,
sensing the extracellular Ca?*, in the inactivation of SOCE has also been
reported in different cell types [11], including human platelets [13].
Inactivation of SOCE by PM-spanning STIM1 has been suggested to be
mediated by interaction with Orail [13]. A recent study has revealed
that the CRAC modulatory domain, within the amino acids 474 and 485
in the cytosolic region of STIM1, provides a negative feedback signal to
Ca®* entry by inducing fast Ca®>"-dependent inactivation of CRAC/Orai
channels [37]; however, whether the observed SOCE inactivation by
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extracellular Ca>* mediated by PM-resident STIM1 contributes to fast
inactivation of CRAC/Orai channels remains undear.

Lipid rafts are sphingolipids and cholesterol enriched plasma
membrane domains that function as platforms for membrane proteins
[38]. Lipid rafts recruit specific set of proteins including those
associated to G protein-coupled receptor signaling or proteins of the
Src family [39]. Lipid rafts have also been shown to contain proteins of
the SOCE pathway, including the TRPC members TRPC1, TRPC4 and
TRPCS [20,21], Orail [40] and STIM1 [18,19] and regulate the mode of
activation of certain Ca®>* permeable channels [19,40]. MBCD has
been extensively used to remove cholesterol from cells and disrupt
lipid rafts [21,41], an experimental maneuvre that significantly
attenuates SOCE in different cell types [22,42,43], which might be
attributed to impairment of the association between SOCE proteins.
Our results indicate that disruption of lipid rafts by MBCD attenuates
SOCE, as previously published by us and others, and impairs the
sensitivity of SOCE to extracellular Ca®™, which, to our knowledge, is
the first description of a role of lipid rafts in the regulation of SOCE by
the extracellular Ca®" concentration mediated by STIM1. As a
consequence, at Ca’* concentrations in the medium as high as
3 mM divalent cation entry induced by TG was significantly greater in
the presence of MPCD than in its absence, thus limiting the cellular
ability to protect against cell toxicity. The effect of lipid raft disruption
might be attributed to the impairment of STIM1 localization in the PM
upon treatment with TG and, subsequently, association with the Ca2*
channel Orail. Although, since the store depletion-induced associa-
tion of PM-spanning STIM1 with Orail is much greater than PM
association of STIM1, we cannot rule out the possibility that
impairment of the association between PM-STIM1 and Orail is due
to changes in the lipid environment rather than to impairment of PM
association of STIM1. Nevertheless, lipid raft disruption did not alter
the resting level of either expression of STIM1 in the plasma
membrane or co-immunoprecipitation of PM-spanning STIM1 with
Orail. Although the reason of this phenomenon has not been further
investigated, it might be explained either by the presence of both lipid
raft-dependent and -independent STIM1 pools in the PM or to a
reduced turnover of both events.

Our results indicate that lipid raft domains are necessary for the
association of Orail, not only with PM-resident STIM1, but also with
the intracellular pool of STIM1, as detected by immunoprecipitation of
whole cell lysates with anti-STIM1 antibody followed by Western
blotting with the anti-Orail antibody. STIM1 immunoprecipitated

Low [Ca™],

Ca” Entry

High [Ca™],

from whole platelet lysates includes both ER- and PM-located STIM1.
Our results indicate that the results obtained after STIM1 immuno-
precipitation from whole cell lysates are not solely attributed to PM-
STIM1 since the basal association with Orail was found to be
significantly greater in whole cell lysates (data not shown), as well
as TG-evoked association between STIM1 and Orail.

Despite MPCD is the most widely used means to investigate the role
of lipid rafts, it should be used with caution since a number of problems
have been arisen associated to treatment with MBCD, including
cholesterol depletion of internal membranes, although internal mem-
branes have a lower cholesterol level than the PM, or inability to induce
complete disruption of lipid rafts due to the presence of sphingolipids in
these membrane domains [33 ]. We have found that the inhibitory effect
of MPCD on the regulation of SOCE mediated by PM-resident STIM1 was
not observed when we used CLCD, thus suggesting that the effect of
MPCD was specifically mediated by cholesterol removal. Other
cholesterol scavengers, such as nystatin or filipin, as well as depletion
of sphingolipids, have been reported to induce a number of side effects
that might interfere with SOCE [44,45].

We believe that the inhibition of TG-evoked translocation of STIM1
to the PM by disruption of lipid rafts might be attributed to the
location and recruitment of STIM1 into the PM rather than to
impairment of the intracellular trafficking. This is based on the lack
of effect of MBCD in the PM level of STIM1 in unstimulated cells,
which suggests that the turnover of PM-STIM1 is not altered, although
we cannot rule out the possibility of a reduced turnover. However, it
has been reported that while the recruitment of membrane proteins
in phospholipid-rich membrane regions occurs through protein-
protein interactions, proteins that associate with rafts domains
require interactions between the lipids within the rafts and the
transmembrane domain of the proteins or the lipid moiety of proteins
attached to the membrane by a lipid modification [46]. Therefore, the
expression of raft-associated proteins in the PM requires the presence
of lipid rafts, and disruption of the raft domains might prevent de novo
PM association of raft-associated proteins.

In summary, here we report for the first time that lipid raft domains
are PM platforms required to support the interaction between Orail and
PM-resident STIM1. The latter, probably acting as a sensor of
extracellular Ca®* concentration, is essential for the mechanism of
SOCE inactivation by extracellular Ca®>* (Fig. 6), which might be a
protective cellular mechanism to prevent Ca®* gverload and cell toxicity
and death.

% Cholesterol

Fig. 6. Overview of the role of lipid rafts on PM-STIM1-mediated inactivation of SOCE. PM-resident STIM1 is associated to Orail and serves as an extracellular Ca®* sensor that
regulates SOCE upon store depletion preventing calcium overloading The interaction between PM-resident STIM1 and Orail entirely depends on the integrity of the lipid raft
domains, which provide the environment necessary for the association between these proteins.
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Store-operated Ca®* entry (SOCE) is a major pathway for Ca®* influx in non-excitable cells. Recent studies
favour a conformational coupling mechanism between the endoplasmic reticulum (ER) Ca®* sensor
STIM1 and Ca®* permeable channels in the plasma membrane to explain SOCE. Previous studies have
reported a role for rhe cytoskeleton modulating the activation of SOCE; therefore, here we have
investigated whether the interaction between STIM1 and the Ca®* permeable channels is modulated by
the actin or microtubular network. In HEK-293 cells, treatment with the microtubular disrupter
colchicine enhanced both the activation of SOCE and the association between STIM1 and Orail or TRPC1
induced by thapsigargin (TG). Conversely, stabilization of the microtubules by paclitaxel attenuated TG-

Keywords:
Actin filaments
Microtubules

Calmedulin
TRPC1 evoked activation of SOCE and the interaction between STIM1 and the Ca** channels Orail and TRPC1,
STIM1 altogether suggesting that the microtubules act as a negative regulator of SOCE. Stabilization of the

Orail cortical actin filament layer results in inhibition of TG-evoked both association between STIM1, Orail
and TRPC1 and SOCE. Interestingly, disruption of the actin filament network by cytochalasin D did not
significantly modify TG-evoked association between STIM1 and Orail or TRPC1 but enhanced TG-
stimulated SOCE. Finally, inhibition of calmodulin by calmidazolium enhances TG-evoked SQCE and
disruption of the actin cytoskeleton results in inhibition of TG-evoked association of calmodulin with
Orail and TRPC1. Thus, we demonstrate that the cytoskeleton plays an essential role in the regulation of

SOCE through the modulation of the interaction between their main molecular components.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Store-operated Ca®* entry (SOCE} is a major mechanism for Ca®*
influx into cells and plays an important role in a wide variety of
cellular processes [1]. The endoplasmic reticulum (ER) Ca®" sensor
STIM1, as well as a number of Ca**-permeable plasma membrane
channels, including Orail and certain members of the TRPC
subfamily, are key players in SOCE. STIM1 is a single-pass
membrane protein that is mainly located in the ER membrane
and shows different functional domains, including the luminal EF
hands, that allow STIM1 to sense the intraluminal Ca>* concentra-
tion [2,3], the Orail interaction domain (SOAR/CAD} [4-6], the
CRAC modulatory domain (CMD} [7] and the STIM1 homomeriza-
tion domain {SHD) [8], among others. When Ca®" stores are full
STIM1 remains in an inactive state through an intramolecular
shielding of the SOAR/CAD domain that prevents constitutive SOCE
[8]. However, discharge of the ER results in dissociation of Ca**
from the EF-hand domains, thus resulting in the activation of the

* Corresponding author. Tel.: +34 927 257139; fax: +34 927257110,
E-mail address: jarosado@unex.es (J.A. Rosado).

0006-2952{% - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
dei: 10.1016/j.bcp.2011.05.017

store-operated channels {SOCs)} Orail and TRPCs. The coupling
between STIM1 and Orail involves the interaction of SOAR domain
positive charges with the acidic domain within the Orail C-
terminal domain in order to activate the channel [9,10]. On the
other hand, STIM1 has been shown to interact and gate TRPC
members, such as TRPC1, through electrostatic interaction
between STIM1 (K684 K685) and TRPC1 {D639,D640) [11].
Recent studies in HEK-293 cells have reported that, while
oligomerization of STIM1 is independent on the microtubular
network, the distribution of STIM1 in the ER requires the integrity
of the microtubules, which facilitate STIM1 movements [12]; thus
providing evidence for a role of the cytoskeleton in the regulation
of SOCE in these cellular model. A number of studies have
investigated the regulation of SOCE by the cytoskeleton, including
the actin microfilaments and the microtubules, with different
results depending on the cell type. In NIH 3T3 fibroblasts and
smooth muscle DT40 cells inhibition of actin polymerization with
cytochalasin or depolymerization of the microtubular network
with nocodazole does not significantly alter SOCE [13-16], thus
suggesting that in these cells the cytoskeleton is not essential for
the activation of SOCE. In centrast, in human platelets, which have
a more evenly distributed cytoskeleton, impairment of actin
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filaments and microtubules remodelling either by inhibition of
polymerization or by stabilization results in inhibition of SOCE
[17-19] and a similar functional role has been described for the
actin cytoskeleton in endothelial cells [20] and pancreatic acinar
cells [21]. In human platelets we have more recently reported that
store depletion results in an initial decrease in the actin filament
content, probably due to disorganization of the cortical actin
network to facilitate the interaction between proteins in the ER and
plasma membrane, followed by an increase in actin polymeriza-
tion necessary for the intracellular trafficking of pertions of the ER
towards the plasma membrane [22]. Therefore, we have explored
the functional relevance of the cytoskeleton in the association
between STIM1 and the SOC components Orail and TRPC1 upen
depletion of the intracellular Ca?* stores in HEK-293 cells
endogenously expressing these proteins.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Fura-2fAM and Oregon Green 488 paclitaxel were from
Invitrogen {(Madrid, Spain). Bovine serum albumin {(BSA), sodium
dodecyl sulfate (SDS), Fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugat-
ed phalloidin, Tris, triton X-100, phenyl methyl sulfonyl fluoride,
leupeptin, benzamidin, deoxycholate, thapsigargin (TG), probene-
cid, Nonidet P-40, formaldehyde, calmidazolium, colchicine and
paclitaxel (Taxol)} were from Sigma (Madrid, Spain). Cytochalasin D
(Cyt D) and jasplakinolide were from Calbiochem (Madrid, Spain).
Dulbecco’s modified Eagle’s medium and heat-inactivated fetal
bovine serum were from Sanex {Badajoz, Spain}. Mouse anti-STIM1
antibody (25-139) was from BD Transduction Laboratories
(Frankin Lakes, NJ, USA). Rabbit anti-hTRPC1 polyclonal antibody
(557-571) was obtained from Alomene Laboratories (Jerusalem,
Israel). Rabbit anti-Orail polyclonal antibody N terminal was from
ProSci Inc (Derio, Bizkaia, Spain). Mouse anti-calmodulin antibody
was from Abcam (Cambridge, UK). Donkey anti-rabbit IgG
horseradish peroxidase-conjugated, sheep anti-mouse IgG horse-
radish peroxidase-conjugated, blotting paper and photographic
films were from GE Healthcare (Madrid, Spain). Protein A-agarose
was from Upstate Biotechnology Inc (Waltham, MA, USA).
Enhanced chemiluminescence detection reagents were from
Pierce (Cheshire, UK). Hyperfilm ECL was from Amersham
(Buckinghamshire, UK). All other reagents were of analytical grade.

2.2. Cell culture

Human embryonic kidney 293 (HEK-293) cells were obtained
from the American Type Culture Collection {(Barcelona, Spain) and
cultured in Dulbecco’'s modified Eagle's medium, supplemented
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, in a 37 °C incubater
with 5% CO,. At the time of the experiments cells were suspended
in HEPES-buffered saline (HBS) containing (in mM): 145 NaCl, 10
HEPES, 10 p-glucose, 5 KCl, 1 MgS0,, 1 CaCly, pH 7.45. When a Ca*-
free medium was required 1.2 mM EGTA was added.

2.3. Measurement of intracellular free calcium concentration ([Ca®"],)

HEK-293 cells were suspended and loaded with fura-2 by
incubation with 2 uM fura-2/AM and 2.5 mM probenecid for
30 min at 37 °C. Fluorescence was recorded from 2 mL aliquots of
magnetically stirred cellular suspension (2 x 10° cells/mL} at 37 °C
using a Cary Eclipse spectrophotometer (Varian Ltd., Madrid,
Spain) with excitation wavelengths of 340 and 380 nm and
emission at 505 nm. Changes in [Ca®"]. were monitored using the
fura-2 340/380 fluorescence ratio and calibrated in terms of [Ca*].
[23].
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Ca®" release by TG was estimated using the integral of the rise in
[Ca®"]. for 3 min after the addition of the agonist. Ca®* entry into
TG-treated cells upon addition of Ca®* to the extracellular medium
was estimated using the integral of the rise in [Ca®"] for 3 min
after addition of CaCl, (fA[Ca®"]. dt), normalized taking a sample
every second, and expressed as nM s [24-26]. Ca®* entry was
corrected by subtraction of the [Ca®’]. elevation due to leakage of
the indicator to eliminate interferences due to extracellular fura-2.

2.4. Immunoprecipitation and Western blotting

The immunoprecipitation and Western blotting were per-
formed as described previously [27]. Briefly, cell suspension
aliquots (500 uL; 2 x 10° cells/mL) were treated as described and
lysed with lysis buffer, pH 7.2, containing 316 mM NacCl, 20 mM
Tris, 2 mM EGTA, 0.2% SDS, 2% sodium deoxycholate, 2% Triton X-
100, 2 mM phenyl methyl sulfonyl fluoride, 100 pug/mL leupeptin
and 10 mM benzamidine. Samples were immunoprecipitated by
simultaneous incubation with 2 pg of anti-STIM1 antibody and
protein A-agarose overnight at 4 °C on a rocking platform. Proteins
were separated by 10% SDS-PAGE and electrophoretically trans-
ferred, for 2h at 0.8 mAjem?, in a semi-dry blotter (Hoefer
Scientific, Newcastle, Staffs., U.K.} onto nitrocellulose membranes
for subsequent probing. Blots were incubated overnight with 10%
{wfv) BSA in Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20 (TBST) to
block residual protein binding sites. Immunodetection of Orail,
hTRPC1, calmodulin and STIM1 was achieved using the anti-Orail,
anti-calmodulin or anti-5TIM1 antibodies diluted 1:1000 in TBST
for 2 h or the anti-hTRPC1 antibody diluted 1:200 in TBST for 2 h.
To detect the primary antibody, blots were incubated for 1 h with
the appropriate horseradish peroxidase-conjugated anti-IgG anti-
body diluted 1:10,000 in TBST and then exposed to enhanced
chemiluminescence reagents for 5 min. Blots were then exposed to
photographic films. The density of bands on the film was measured
using Image] (Windows version; National Institutes of Health)
[28].

To assess the specificity of the bands we performed primary
controls and primary-free controls, where whole cell lysates
(2 x 10° cells/mL) were subjected to 10% SDS-PAGE and proteins
were electrophoretically transferred onto membranes for incuba-
tion with primary and subsequently secondary antibody ( primary
control) or incubation solely with secondary antibody (primary-
free control).

2.5. Measurement of F-actin content

The F-actin content was determined according to a previously
published procedure [22]. Briefly, samples of cell suspensions
(200 wL; 2 x 10% cells/mL) were transferred to 200 mL of ice-cold
3% (w/v) formaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS;
composition, in mM: NaCl 137, KCl 2.7, NasHPQO4 4.3, KHaPO4
1.4, pH 7.3) for 10 min. Fixed cells were permeabilized by
incubation for 10 min with 0.025% (vfv) Nonidet P-40 detergent
dissolved in PBS. Cells were then incubated for 30 min with 1 WM
FITC-labelled phalloidin in PBS supplemented with 0.5% (w/v) BSA.
Cells were collected by centrifugation and resuspended in PBS. Cell
staining was measured using a Perkin-Elmer fluorescence spec-
trophotometer (Perkin-Elmer, Norwalk, CT). Samples were excited
at 496 nm, and emission was at 516 nm.

2.6. Measurement of microtubular conient

The microtubular content was determined following a previ-
ously published procedure [29]. Briefly, samples of cell suspen-
sions (200 L; 2 x 105 cells/mL) were transferred to 200 pl of ice-
cold 3% (wjv) formaldehyde in PBS for 10 min. Fixed cells were



Resultados

402 C. Galdn et al./ Biochemical Pharmacology 82 (2011) 400410

permeabilized by incubation for 10 min with 0.025% (v{v) Nonidet
P40 detergent dissolved in PBS and then incubated for 30 min with
Oregon Green 488 paclitaxel {1 M) in PBS supplemented with
0.5% (wjv) BSA. Cells were collected by centrifugation and
resuspended in PBS. Cell staining was measured using a Perkin-
Elmer fluorescence spectrophotometer (Perkin-Elmer, Norwalk,
CT). Samples were excited at 488 nm and emission was at 522 nm.

2.7. Statistical analysis

Analysis of statistical significance was performed using one-
way analysis of variance combined with the Dunnett tests. The
difference was considered statistically significant when at least
p<0.05.

3. Results

3.1. The microtubules regulate TG-evoked SOCE and association
between STIM1, Orail and TRPC]

In the absence of extracellular Ca*, the addition of 1 .M TG to
fura-2-loaded HEK-293 cells in stirred cuvettes at 37 °C evoked a
transient elevation in [Ca®"]. due to the release of Ca®*" from
intracellular stores. Subsequent addition of 2mM Ca’* to the
external medium induced a sustained increase in [Ca®*] . indicative
of SOCE {the integral of the TG-evoked rise in [Ca®"]. for 3 min after
addition of CaCl, was 15327 + 1221 nM s; Fig. 1A). Treatment of
HEK-293 cells with 1 pM TG resulted in association of Orail and
TRPC1 with STIM1. Although the interaction of STIM1 with these two
channels was detected in resting conditions, stimulation with TG
enhanced the interaction between STIM1 and both Orail and TRPC1
by 75 + 9% and 80 + 11%, respectively (Fig. 1B and C; p < 0.05; n = 6).

We have investigated the role of microtubules in the activation
of SOCE in HEK-293 cells and the interaction between STIM1, Orail
and TRPC1 controlled by depletion of the intracellular stores by
using colchicine, a tubulin microtubule disrupting agent [29,30],
and paclitaxel that induces microtubular stabilization and
increases the cellular microtubular content [31,32]. Treatment
with 30 WM colchicine for 30 min at 37 °C significantly reduced the
microtubular content in non-stimulated cells, as well as abolished
tubulin pelymerization after stimulation with 1 pM TG (Table 1;
p <005 n=6). Cell treatment with colchicine enhanced TG-
evoked SOCE by 23 + 4% {the integral of the TG-evoked rise in [Ca®"],
for 3 min after addition of CaCl, in cells pretreated with colchicine
was 18975 + 543 nM s; p < 0.05), without having any effect on TG-
evoked Ca®* release from the intracellular stores (Fig. 14). We further
investigated the effect of treatment with colchicine on TG-induced
association between STIM1 and both Orail and TRPC1. As shown in
Fig. 1B and C, top panels, treatment with colchicine enhanced TG-
evoked association between STIM1 and Orail by 75 +9% and
between STIM1 and TRPC1 by 44 + 6% (p < 0.05), without affecting
the association between these proteins in non-stimulated cells
(n=6). Western blotting with the immunoprecipitating antibody
confirms that a similar amount of protein was loaded in all lanes
(Fig. 1B and C, bottom panels). Conversely, treatment of HEK-293 cells
for 30 min with 10 pM paclitaxel at 37 °C enhanced the microtubular
content in non-stimulated cells and prevented TG-evoked tubulin
polymerization (Table 1; p < 0.05; n =6). Treatment with paclitaxel
attenuated TG-evoked SOCE by 60 = 7% (the integral of TG-evoked
rise in [Ca?*]. for 3 min after addition of CaCl, in cells pretreated with
paclitaxel was 6238 + 1508 nM s; p < 0.05), without having any
effect on TG-evoked Ca®" efflux from the stores (Fig. 2A). In addition,
pretreatment with paclitaxel reduced TG-induced association be-
tween STIM1 and both Orail and TRPC1 by 49 £ 6% and 59 & 5%,
respectively (p < 0.05), without affecting the interaction between
these proteins in non-stimulated cells (Fig. 2B and C, top panels;

n=6). Western blotting with the immunoprecipitating antibody
confirms that a similar amount of protein was loaded in all lanes
(Fig. 2B and C, bottom panels).

3.2. Jasplakinolide inhibits TG-evoked SOCE and association between
STIM1, Orail and TRPC1

Jasplakinolide, a cell-permeant peptide isolated from Jaspis
Jjohnstoni, induces polymerization and stabilization of actin
filaments underneath the plasma membrane [33]; therefore, it is
a useful tool to explore the role of the cortical actin cytoskeleton in
the activation of SOCE and its relevance in the association between
STIM1 and the Ca®" channels in the plasma membrane. Cell
treatment for 30 min with 10 M jasplakinolide at 37 °C resulted
in a significant increase in the F-actin content in non-stimulated
cells and prevented TG-induced further actin filament polymeri-
zation (Table 2; p < 0.05; n=6). Treatment with jasplakinolide
attenuated SOCE by 67 + 7% (the integral of TG-evoked rise in [Ca®*].
for 3 min after addition of CaCl, in cells pretreated with jasplakinolide
was 5118 + 1867 nM s; p < 0.05}, without having any effect on TG-
evoked Ca®* release from the intracellular stores (Fig. 3A). In cells
treated with jasplakinolide TG was unable to enhance association
between STIM1 and both Orail and TRPC1 (Fig. 3B and C, top panels;
p < 0.05). Treatment with jasplakinolide did not affect the interaction
between these proteins in cells not treated with TG (Fig. 3B and C, top
panels). Western blotting with the anti-STIM1 antibody confirms a
similar amount of protein loaded in all lanes (Fig. 3B and C, bottom
panels).

3.3. Disruption of the actin cytoskeleton enhances TG-evoked SOCE

In order to investigate the role of the actin filament network in
SOCE and TG-evoked association between STIM1 and the Ca**
channels Orail and TRPC1, we used Cyt D, a widely utilized cell-
permeant inhibitor of actin polymerization [17,34]. Pretreatment
of HEK-293 cells for 40 min at 37 °C with 10 uM Cyt D reduced the
F-actin content in non-stimulated cells and impaired TG-induced
F-actin polymerization (Table 2; p < 0.05; n=6). In addition,
treatment with Cyt D enhanced TG-evoked Ca®" entry by 71 + 5%
(the integral of the rise in [Ca®*]. for 3 min after addition of CaCl, was
25190 +£ 1780 nM s in Cyt D-treated cells, Fig. 4A; p < 0.05;n=6).In
contrast to the effect of Cyt D on TG-evoked Ca®* entry, treatment of
HEK-293 cells with 10 pM Cyt D for 40min at 37 °C did not
significantly modify the association between STIM1 and both Orail
and TRPC1 in non-stimulated cells or cells treated with TG (Fig. 4B and
C, top panels). Western blotting with the immunoprecipitating
antibody confirms a similar amount of protein loaded in all lanes
(Fig. 4B and C, bottom panels).

3.4. Cytochalasin D impaires TG-stimulafed association of calmodulin
with Orail and TRPC1

Calmodulin has been previously reported to modulate Ca®"
signals and to interact with TRPC1 [35] and Orail [36]. Since
disruption of the actin filament network by treatment with Cyt D
reported different effects on TG-evoked SOCE and TG-evoked
association between STIM1 and the Ca®" channels, we further
investigated the possible regulation of the association between
calmodulin and the Ca?* channels upon treatment with Cyt D. In a
medium containing 1mM Ca®*, TG enhances the association
between calmodulin and both Orail and TRPC1 proteins by
2154+47% and 121 + 27%, respectively (Fig. 5A and B, top panels;
p < 0.05; n=6). Treatment of HEK-293 cells for 40 min with 10 M
Cyt D did not significantly modify the association between
calmodulin and the channel proteins in non-stimulated cells but
abolished TG-evoked responses (Fig. 5A and B, top panels; p < 0.05;
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Fig. 1. Effect of colchicine on TG-evoked Ca®* entry and association between STIM1 and both Orail and TRPC1 in HEK-293 cells. (A) Fura-2-loaded HEK-293 cells (2 x 10 cells/
mL) were incubated for 30 min in the absence or presence of 30 pM celchicine. At the time of experiment 1.2 mM EGTA was added. Cells were stimulated with 1 pM TG and
3 min later CaCl, (2 mM) was added to the medium to initiate Ca* entry. Histograms indicate Ca®* entry in the presence or absence of colchicine, as indicated. Ca®* entry was
determined as described in Section 2. Values are means + S.EM. of six independent experiments; p < 0.05. (B and C) HEK-293 cells were preincubated in presence of 30 wM
colchicine or the vehicle {Control), as indicated, suspended in a Ca®*-free medium (1.2 mM EGTA added), stimulated for 3 min with 1 wM TG and lysed. Whole cell lysates were
incubated overnight with 2 pg/mL anti-STIM1 antibody and 25 pg/ml protein A-agarose and immunoprecipitates were subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western
blotting with a specific anti-Orail (B) or anti-TRPC1 (C) antibody. Membranes were reprobed with the anti-STIM1 antibody for protein loading control (bottom panels). The panels
show results from one experiment representative of 5 others. Molecular masses indicated on the right were determined using molecular-mass markers run in the same gel
Histograms represent the quantification of STIM1-Orail or STIM1-TRPC1 association in non-stimulated (control) and TG-treated cells. Results are presented as arbitrary optical
density units and expressed as means + S.E.M. p < 0.05, n.s., non significant. PC and PFC, primary control and primary-free control, respectively. For PG, whole cell lysates were
subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western blotting with the corresponding primary and secondary antibodies. For PFC, whole cell lysates were subjected to 10% SDS-PAGE
and the membrane was subsequently incubated solely with the secondary antibody. HC, heavy chain of the immunoglobulin used for immunoprecipitation.

n=6). Western blotting with the immunoprecipitating antibody
confirms a similar amount of protein loaded inall lanes (Fig. 5A and B,
bottom panels). In order to investigate whether TG-evoked Ca®*
release from the stores is sufficient to activate association between

Table 1
Effects of colchicine and paclitaxel on the microtubular content of unstimulated and
TG-stimulated HEK-293 cells.

Stimulatory agent Contrel Colchicine Paclitaxel h 2 ) >

. R o ord calmodulin and the Ca*” channel proteins Orail and TRPC1, we
one - - .

TG 1743 51470 1a5Ls50 repeated the experiments in a Ca®*-free medium. In the absence of

extracellular Ca®* treatment with TG significantly enhanced Orail-
calmodulin and TRPC1-calmodulin interaction by 169 + 26% and
45+ 10%, respectively, as detected by co-immunoprecipitation

HEK-293 cells were incubated with 30 M celchicine or 10 M paclitaxel for 30 min
or the vehicles for the same pericd as controls. Cells were suspended in a Ca**—free
medium (1.2 mM EGTA added) and then treated with 1 pM TG. Samples were

removed 55 before and 3 min after adding TG and the microtubular content was
determined as described in material and methods. Values given are the
microtubular content expressed as a percentage of the basal content and are
presented as means + S.EM. of six separate determinations.

" p <0.01 compared with the microtubular content in non-stimulated cells.

! p<0.05 compared with the microtubular contentin cells treated in the absence
of inhibiters.

{Fig. 5C and D, top panels; p < 0.05; n=6). TG-induced association
between calmodulin and both Orail and TRPC1 was significantly
greater when the experiments were performed in a medium
containing 1 mM Ca®’, which allowed Ca** to enter (Fig. 5, top
panels; p < 0.05). TG-evoked association between calmodulin and
both Orail and TRPC1 was abolished by treatment with Cyt D (Fig. 5C
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Fig. 2. Effect of paclitaxel on TG-evoked Ca®* entry and asscciation between STIM1 and both Orail and TRPC1 in HEK-293 cells. (A) Fura-2-loaded HEK-293 cells (2 x 105 cells/
mlL) were incubated for 30 min in the absence or presence of 10 .M paclitaxel. At the time of experiment 1.2 mM EGTA was added. Cells were stimulated with 1 pM TG and
3 min later CaCl, (2 mM ) was added to the medium to initiate Ca®* entry. Histograms indicate Ca®* eniry in the presence or absence of paclitaxel, as indicated. Ca®* entry was
determined as described in Section 2. Values are means + S.EM. of six independent experiments; 'p < 0.05. (B and C) HEK-293 cells were preincubated in presence of 10 WM
paclitaxel or the vehicle (Control}, as indicated, suspended in a Ca®"-free medium (1.2 mM EGTA added), stimulated for 3 min with 1 WM TG and lysed. Whole cell lysates were
incubated overnight with 2 pg/mL anti-STIM1 antibody and 25 pg/mL protein A-agarose and immunoprecipitates were subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western
blotting with a specific anti-Orail (B} or anti-TRPC1 (C} antibody. Membranes were reprobed with the anti-STIM1 antibody for protein loading control (bottom panels). The panels
show results from one experiment representative of 5 others. Molecular masses indicated on the right were determined using molecular-mass markers run in the same gel
Histograms represent the quantification of STIM1-Orail or STIM1-TRPC1 association in non-stimulated (control) and TG-treated cells. Results are presented as arbitrary optical
density units and expressed as means + S.E.M. "p < 0.05, n.s., non significant. HC, heavy chain of the immunoglobulin used for immunoprecipitation.

and D; p < 0.05; n = 6), thus suggesting that this association requires
the integrity of the actin filament network.

Previous studies have reported that calmodulin antagonists
potentiate SOCE in pulmonary artery smooth muscle cells[37], and
cerebellar granule cells [38] and astrocytes [39]. Hence, we have
further investigated the effect of the calmodulin antagonist
calmidazolium on TG-evoked Ca** entry in HEK-293 cells. Our
results indicate that treatment for 10 min with 1 uM calmidazo-
lium enhances TG-induced calcium entry by 63 + 7% (the integral of

the rise in [Ca’*] for 3 min after addition of CaCl, was
25092 + 356 nM s in calmidazolium-treated cells}, without inducing
significant changes in TG-evoked Ca?* release (Fig. 6; p < 0.05; n =6).
The effect of calmidazolium was similar to that observed when cells
were pretreated with calmidazolium in the presence of Cyt D, which
enhanced TG-evoked SOCE by 69 + 5% (the integral of the rise in
[Ca®]. for 3 min after addition of CaCl, was 26034 + 249 nM s in
calmidazolium + Cyt D-treated cells; Fig. 6; p < 0.05; n=6); thus
indicating that the effect of Cyt D enhancing TG-evoked Ca®* entry
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Table 2
Effects of Cyt D and jasplakinolide on the F-actin content of unstimulated and TG-stimulated HEK-293 cells.
Stimulatory agent Contrecl CytD Jasplakinclide
None 100+0 42+7" 158 +7F
TG 141 45" 3946 163 £ 67

HEK-293 cells were incubated with 10 M cytochalasin D for 40 min, 10 pM jasplakinolide for 30 min or the vehicles for the same period as controls. Cells were suspended in a
Ca®"free medium (1.2 mM EGTA added) and then treated with 1 .M TG. Samples were removed 5 s before and 3 min after adding TG and the F-actin content was determined
as described in material and methods. Values given are the F-actin content expressed as a percentage of the basal content and are presented as means +5.E.M. of six separate
determinations.

" p< 0.01 compared with the F-actin content in non-stimulated cells.

1 p<0.05 compared with the F-actin content in cells treated in the absence of inhibitors.
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Fig. 3. Effect of jasplakinclide on TG-evoked Ca®" entry and association between STIM1 and both Orail and TRPC1 in HEK-293 cells. (A) Fura-2-loaded HEK-293 cells
{2 x 10° cells/mL) were incubated for 30 min in the absence or presence of 10 M jasplakinolide. At the time of experiment 1.2 mM EGTA was added. Cells were stimulated
with 1 \M TG and 3 min later CaCl, (2 mM) was added to the medium to initiate Ca** entry. Histograms indicate Ca** entry in the presence or absence of jasplakinelide, as
indicated. Ca®* entry was determined as described in Section 2. Values are means + S.E.M. of six independent experiments; "p < 0.05. (B and C) HEK-293 cells were preincubated
in presence of 10 WM jasplakinolide or the vehicle (Control), as indicated, suspended in a Ca**-free medium (1.2 mM EGTA added), stimulated for 2 min with 1 M TG and lysed.
Whole cell lysates were incubated overnight with 2 pgfmL anti-STIM1 antibody and 25 pgfmL protein A-agarose and immunoprecipitates were subjected to 10% SDS-PAGE and
subsequent Western blotting with a specific anti-Orail (B) or anti-TRPC1 (C}) antibody. Membranes were reprobed with the anti-STIM1 antibody for protein loading control (bottom
panels). The panels show results from one experiment representative of 5 others. Molecular masses indicated on the right were determined using molecular-mass markers run in the
same gel. Histograms represent the quantification of STIM1-Orail or STIMI-TRPC1 association in non-stimulated (control) and TG-treated cells. Results are presented as arbitrary
optical density units and expressed as means + S.EM. 'p < 0.05, n.s., non significant. HC, heavy chain of the immunoglobulin used for immunoprecipitation.
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Fig. 4. Effect of cytochalasin D on TG-evoked Ca®* entry and association between STIM1 and both Orail and TRPC1 in HEK-293 cells. (A) Fura-2-loaded HEK-293 cells
(2 % 108 cells/mL) were incubated for 40 min in the absence or presence of 10 M Cyt D. At the time of experiment 1.2 mM EGTA was added. Cells were stimulated with 1 M
TG and 3 min later CaCl, (2 mM)was added to the medium to initiate Ca®* entry. Histograms indicate Ca®* entry in the presence or absence of cytochalasin D, as indicared.
Ca®* entry was determined as described in Section 2. Values are means + S.EM. of sixindependent experiments; “p < 0.05.(B and C) HEK-293 cells were preincubated in presence
of 10 M Cyt D or the vehicle (Control), as indicated, suspended in a Ca®*-free medium (1.2 mM EGTA added), stimulated for 3 min with 1 pM TG and lysed. Whole cell lysates were
incubated overnight with 2 pg/mL anti-STIM1 antibody and 25 pg/mL protein A-agarose and immunoprecipitates were subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western
blotting with a specific anti-Orail (B} or anti-TRPC1 (C}) antibody. Membranes were reprobed with the anti-STIM1 antibody for protein loading control. The panels show results from
one experiment representative of 5 others. Molecular masses indicated on the right were determined using molecular-mass markers run in the same gel Histograms represent the
quantification of STIM1-Orail or STIM1-TRPC1 association in non-stimulated (control) and TG-treated cells. Results are presented as arbitrary optical density units and expressed
as means + SEM. n.s., non significant. HC, heavy chain of the immunoglobulin used for immunoprecipitation.

might be attributed to inhibition of the regulatory role of calmodulin
on SOCE.

4. Discussion

The role of the cytoskeleton on the activation of Ca®* entry
following the depletion of intracellular Ca®* stores is a complex
signalling process of great relevance that has been investigated ina
number of cells providing discrepant results. In human platelets,

we have found that microtubules play a dual role in SOCE, acting as
a barrier that prevents constitutive SOCE regulated by the dense
tubular system, the ER analogue in platelets, and also supporting
SOCE mediated by the acidic Ca®* stores [19]. In contrast, in HEK-
293 cells microtubules seems to support SOCE and Icgac, which has
been attributed to a rele of the microtubules in STIM1 localization
[40]. On the other hand, SOCE has been reported to be insensitive to
Cyt D, a widely used membrane-permeant inhibitor of actin
polymerization, in a number of cells, such as the DDT;MF-2
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Fig. 5. Effect of cytochalasin D on TG-evoked assaciation between calmodulin and both Orail and TRPC1 in HEK-293 cells. HEK-293 cells (2 x 10° cells/mL) were preincubated
in presence of 10 M Cyt D ot the vehicle (Control), as indicated, and either suspended in a medium containing 1 mM Ca®* (A and B) or suspended in a Ca®*-free medium
(1.2 mM EGTA added, C and D). Cells were then stimulated for 3 min with 1 .M TG and lysed. Whole cell lysates were incubated overnight with 2 p.g/mL anti-calmodulin
antibody and 25 pg/mL protein A-agarose and immuneprecipitates were subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western blotting with a specific anti-Orail or anti-
TRPC1 antibody, as indicated. Membranes were reprobed with the anti-STIM1 antibody for protein loading control (bottom panels). The panels show results from one
experiment representative of 5 others. Meolecular masses indicated on the right were determined using melecular-mass markers run in the same gel. Histograms represent
the quantification of calmodulin-Orail or calmoedulin-TRPC1 association in non-stimulated (control) and TG-treated cells. Results are presented as percentage of contrel and
expressed as means + S.EM. p < 0.05, n.s., non significant. HC, heavy chain of the immunoglobulin used for immunoprecipitation. PC and PFC, primary control and primary-free
control, respectively. For PC, whole cell lysates were subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western blotting with the corresponding primary and secondary antibodies. For
PFC, whole cell lysates were subjected to 10% SDS-PAGE and the membrane was subsequently incubated solely with the secondary antibody.
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Fig. 6. Effect of calmidazolium and/or cytochalasin D on TG-evoked Ca®* entry in
HEK-293 cells. Fura-2-loaded HEK-293 cells (2 x 10° cells/mL) were incubated
either for 40 min with 10 M Cyt D, for 10 min with 1 pM calmidazolium, both or
the vehicle as control. At the time of experiment 1.2 mM EGTA was added. Cells
were stimulated with 1 M TG and 3 min later CaCl, (2 mM) was added to the
medium to initiate Ca®* entry. Histograms indicate Ca®* entry in the presence or
absence of Cyt D, calmidazolium or both, as indicated. ca*" entry was determined as
described in materials and methods. Values are means & S.EM. of six independent
experiments; p < 0.05. n.s., non significant.

transformed smooth muscle cell line and the nontransformed A7r5
smooth muscle line derived from rat embryonic aorta [14]. In
contrast, the actin network plays an important role in SOCE in
neutrophils [41], human keratinocytes [42], bovine adrenocortical
fasciculata cells [43], glioma C6 cells [44], vascular endothelial cells
[20] and human platelets [17,18,45]. In the latter, we have reported
a time-dependent effect of Cyt D on platelet SOCE, which is
consistent with a dual role for the actin cytoskeleton in SOCE both
acting as a negative clamp that prevents constitutive SOCE but also
supporting the coupling between elements in the membrane of the
ER and Ca®* channels in the plasma membrane [17,18].

We have found that disruption of the actin cytoskeleton by Cyt
D or treatment with the microtubule disrupting agent, colchicine,
increases TG-evoked SOCE, while stabilization of the cortical actin
network or the microtubules using jasplakinclide and paclitaxel,
respectively, basically induced opposite effects, attenuating TG-
evoked SOCE, as expected. These observations suggest that the
actin cytoskeleton and microtubules play an important role in Ca®*

influx, probably acting as a barrier that prevents SOCE in resting
cells, as reported in human platelets [19]. A previous study has
reported that nocodazole and colchicine reduce TG-evoked SOCE in
HEK-293 cells [40]. This apparent contradiction between our
observations and those reported by Smyth et al. might be
attributed to the fact that both studies estimate SOCE at different
stages. In our study, the initiation of Ca®* entry was induced 3 min
after the addition of TG, while in the study published by Smyth
et al. TG was added to cells suspended in a medium containing Ca®"
[40]. Different stages for SOCE have been reported in different cell
types, such as pancreatic acinar cells [46] and human platelets [47],
the latter differentially regulated by the cytoskeleton [48].

The role of the cytoskeleton in the modulation of SOCE has been
attributed to a number of signalling events, including the
facilitation of STIM1 localization within the ER [40], probably
through its interaction with the microtubule-plus-end-tracking
protein EB1 [49], the regulation of TRP channels internalization
[41] or by modulating the interaction of TRPC proteins with the
type Il IP; receptor [50,51]. Here, we report for the first time that
the cytoskeleton regulates the association of STIM1 with Orail and
the TRPC1 channels in the plasma membrane. The reported effects
of the microtubule altering manoceuvres, either using colchicine or
paclitaxel, or those of jasplakinolide, on SOCE are paralleled by a
similar moedification of the association between STIM1 and the Ca**
channels, and suggest that both the actin filaments and micro-
tubules act as a cortical barrier that prevents the association
between STIM1 and the Ca?* channels, as well as SOCE (see Fig. 7),
thus disruption of this barrier facilitates the coupling between
STIM1 and the Ca®* channels, as well as SOCE, while stabilization of
the cortical actin or microtubular networks impairs both events.
However, we found that actin filament disruption enhances SOCE
without inducing any significant effect on the association between
STIM1 and Orail or STIM1 and TRPC1. Interestingly, we have found
that microfilament disruption results in inhibition of TG-induced
association between calmodulin and both Orail and TRPC1 (see
Fig. 7). Since inhibition of calmodulin results in a similar increase in
TG-evoked SOCE than disruption of the actin network our results
provide evidence for a role of calmodulin in the regulation of SOCE
through its interaction with Orail and TRPC1 supported by the
actin cytoskeleton. The microtubules must play a further impor-
tant regulatery role in the association of STIM1 with the Ca®"
channels as previously reported [12], since disruption of the
microtubules enhances this association, an event that has not been
found after inhibition of actin polymerization.

Calmodulin has been reported to interact with TRP proteins,
including Drosophila TRPL [52] and mammalian TRPC1 [35]. More
recently, calmodulin was found to interact with the polybasic C-
termini of STIM1 [53] and with a membrane-proximal N-terminal
domain of Orail [36] in a Ca®" dependent manner. Different
experimental manoeuvres have demonstrated that calmodulin is
involved in Ca®"-dependent inactivation of SOCE, including
expression of TRPC1 or Orail mutants lacking the ability to bind
calmedulin, which prevented Ca®*-dependent inactivation of SOCE
in human salivary gland cells [35], or Icpac in HEK-293 cells [36],
respectively, or over-expression of a calmodulin inhibitor peptide
and a Ca**-insensitive calmodulin mutant, which results in
reduced inactivation of Isgc in liver cells [534]. Our results indicate
that association of calmodulin with the Ca** channels Orail and
TRPC1 requires the integrity of the actin cytoskeleton, which might
provide a support for these associations, and, therefore, disruption
of the actin network leads to impairment of Ca®"-dependent
inactivation of SOCE reported above.

We have not performed experiments to assess whether the
effect of the cytoskeleton modifiers is maximal; however, the
changes induced in the microtubules and actin filaments are
sufficiently evident to demonstrate that the cytoskeleton plays a
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TRFC1).

relevant role in the regulation of SOCE in HEK-293 cells through the
regulation of the interaction between STIM1 and Orail or TRPC1. In
addition, the actin cytoskeleton supports the association of
calmodulin with the Ca®* channels in the plasma membrane,
which provides an additional regulatory role of store-operated
Ca?* influx.
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Background: All identified mammalian TRPC channels show a C-terminal calmodulin {CaM}- and inositol
1,4,5-trisphosphate receptors (IP;Rs)-binding (CIRB} site involved in the regulation of TRPC channel function.
Objectives: To assess the basis of CaM/IPsRs binding to the CIRB site of TRPC6 and its role in platelet physiology.
Methods: DProtein association was detected by co-immunoprecipitation and Western blotting, Ca’*
mobilization was measured by fluorimetric techniques and platelet function was analyzed by aggregometry.

Ié[?gvordx Results: Co-immunoprecipitation of TRPC6 with CaM or the IPsRs at different cytosolic free Ca’t
TRPCE concentrations {[Ca**].} indicates that the association between these proteins is finely regulated by cytosolic
Human platelets Ca** via association of CaM and displacement of the IPsRs at high [Ca®"|.. Thrombin-stimulated association of
Calmodulin TRPC6 with CaM or the IP3Rs was sensitive to 2-APB and partially inhibited by dimethyl BAPTA loading, thus
IP; receptors suggesting that the association between these proteins occurs through both Ca®*-dependent and
Calcium -independent mechanisms. Incorporation of an anti-TRPC6 C-terminal antibody, whose epitope overlaps
Aggregation the CIRB region, impaired the dynamics of the association of TRPC6 with CaM and the 1P3Rs, which lead to

both inhibition and enhancement of thrombin- and thapsigargin-evoked Ca®" entry in the presence of low or
high, respectively, extracellular Ca>* concentrations, as well as altered thrombin-evoked platelet aggregation.
Conclusions: Our results indicate that the CIRB site of TRPCE plays an important functional role in platelets

both modulating Ca®" entry and aggregation through its interaction with CaM and IP3Rs.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Intreduction

TRPC proteins are components of the Ca?" entry machinery in
different cell types and participate in the regulation of a number of cell
processes, including endothelial cell function, smooth muscle contrac-
tion and platelet aggregation [ 1-3]. TRPC function has been reported to
be influenced by different factors including intracellular and extracel-
lular Ca®* [4]. Extracellular Ca®™ plays a negative role on agonist-
induced TRPC3- and TRPC7-mediated currents [5,6]; however, external
Ca’* accelerates the activation and inactivation of TRPCE [6] In
addition, cytosolic free Ca®* has been shown to be necessary for the
activation of TRPC proteins, such as TRPC5 [7]. The regulation of TRPC
function by Ca?* might involve Ca®*-binding proteins such as
calmodulin (CaM), which has been reported to induce Ca®*-dependent
feedback inactivation of TRPC channels through the interaction with the
TRPC C-terminal CaM- and inositol 1,4,5-trisphosphate receptors
(IP;Rs}-binding (CIRB} site [8-10].

CaM has been reported to regulate a number of intracellular
proteins, including ion channels, in a Ca®*-dependent manner [4]. The

* Corresponding author at: Department of Physiology, University of Extremadura,
Caceres 10003, Spain. Tel.: +34 927 257138; fax: +34 927257110.
E-mail address: jarosado@unex.es (J.A Rosado).

0898-6568/% - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.cellsig.2011.06.022

interaction of TRP channels with CaM was described in Drosophila by
Phillips and coworkers in the early 90s [11], suggesting that regulation
of TRP protein function by Ca®* is a conserved mechanism. Although
multiple CaM-binding domains have been identified both in the N- and
C-terminus of distinct TRPCs [12,13], only one of the C-terminal CaM
binding sites has been reported to associate with IPsRs, the so called
CIRB site [12], competing with each other in a Ca?*-dependent manner
for binding to the TRPC CIRB site. At resting low cytosolic free Ca®*
concentration ([Ca®T].) the CIRB site has been reported to be
predominantly associated to IPsRs, which allows activation of TRPC
proteins by conformational coupling [4,14-16]. Agonist-induced risesin
[Ca®*). enhances the affinity of CaM for the TRPC CIRB site although
whether CaM displaces IP3Rs in the presence of IP; remains unclear [4],
since previous studies using the TRPC-binding site of type 3 IP3Rs have
reported that, when activated, the association between IPsRs and the
CIRB site is stable even in the presence of high Ca’" concentrations
[812].

All identified mammalian TRPC channels, as well as Drosophila TRP
and TRPL, show a C-terminal CIRB site and different studies have
demonstrated that association of CaM to the CIRB site inhibits the
function of different TRPC proteins, including TRPC1 [9], TRPC3 [8] and
TRPC4 [12]; however, little is known about the regulation of the
TRPC6 function through the association of CalV[/IPsRs to the CIRB site.
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Hence, the aim of the present study was to assess the basis of
CaM/IP;Rs binding to the CIRB site of TRPC6 and the functional role of
the TRPC6 CIRB site in human platelets.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Fura-2 acetoxymethyl ester (fura-2Z/AM) and 5,5'-dimethyl
BAPTA/AM were from Invitrogen (Barcelona, Spain}. Apyrase
(grade VII), aspirin, thrombin, thapsigargin (TG), 2-aminocethoxydi-
phenyl borate (2-APB), sodium dodecyl sulfate (SDS), ionic detergent
tween 20, ionomycin and bovine serum albumin {BSA} were from
Sigma (Madrid, Spain). Anti-IP3Rs [/II/Il (H-300) antibody, anti-
TRPCE (5-20) C-terminal antibody, control antigen peptide (CAP) for
the anti-TRPC6 (S-20} antibody and goat anti-rabbit IgG antibody
were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, US.A.).
Monoclonal anti-hTRPC6 antibody raised against residues 300-400
of TRPC6 monoclonal anti-calmodulin (J4D8) antibody were from
Abcam (Cambridge, U.K.}. Horseradish peroxide-conjugated second-
ary anti-mouse IgG and anti-goat IgG antibodies and hyperfilm ECL
were from GE Healthcare UK Ltd (Barcelona, Spain). Molecular
weight markers were from Bio-Rad (Madrid, Spain). Protein A-
agarose was from Upstate Biotechnology Inc. (Madrid, Spain}.
Enhanced chemiluminescence detection reagents were from Pierce
(Cheshire, U. K.}. All other reagents were of analytical grade.

2.2. Flatelet preparation

Blood was obtained {rom drug-free healthy volunteers as
approved by Local Ethical Committees and in accordance with the
Declaration of Helsinki. Platelet-rich plasma was prepared by blood
centrifugation and aspirin (100 uM} and apyrase (40 ug/mL} were
added. Cells were collected by centrifugation and resuspended in
HEPES-buffered saline, pH 7.45, containing (in mM}: 145 NaCl, 10
HEPES, 10 D-glucose, 5 KCl, 1 Mg,50,4 and supplemented with 0.1%
BSA and 40 ug/mL apyrase.

2.3. Protein immunoprecipitation and Western blotting

Aliquots (500 ) of platelet suspension (106 cells/mL) were lysed
and immunoprecipitated by incubation with 2 pug/mlL anti-TRPC6
antibody (Abcam) and 25 pl. protein A-agarose overnight at 4 °C.
Immunoprecipitates were resolved by 4-20% SDS-PAGE. Separated
proteins were electrophoretically transferred onto nitrocellulose
membrane for subsequent incubation with anti-TRPCG antibody
diluted 1:200 in TBST overnight or with anti-IPsRs III/II or anti-
calmodulin antibodies diluted 1:500 in TBST overnight. The primary
antibody was detected by incubation with the appropriate horserad-
ish peroxide-conjugated anti-IgG antibody diluted 1:10000 for 1h,
and expased to ECL solution. The optical densities of proteins in the
blots were estimated using Image ] (Windows version; National
Institutes of Health) as previously described [16].

2.4. Reversible electroporation procedure

The platelet suspension was transferred to an electroporation
chamber containing the anti-TRPC6 antibody (Santa Cruz) at a final
concentration of 1 pg/ml, and the antibody was transjected according
to published methods [17,18]. Reversible electropermeabilization was
performed at 4 kV/cm at a setting of 25-microfarad capacitance and
was achieved by 7 pulses using a Bio-Rad Gene Pulser Xcell
Electroporation System (Bio-Rad, Madrid, Spain). Following electro-
poration, cells were incubated with anti-TRPC6 antibody for an
additional 60 min at 37 °C, centrifuged at 350xg for 20 min and
resuspended in HBS prior to the experiments.
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2.5, Measurement of cytosolic free Ca®™ concentration ([Ca®7].)

Fluorescence was recorded from 2 mlL aliquots of magnetically
stirred cell suspensions (10% cells/mL) at 37 °C using a Cary Eclipse
spectrophotometer (Varian Ltd, Madrid, Spain) with excitation at 340
and 380 nm and emission at 505 nm. Changes in 340/380 nm fura-2
fluorescence ratio were calibrated in terms of [Ca®"].[19]. Ca®™ entry
was estimated as the integral of the rise in [Ca®*]. for two minutes
after its addition, taking a sample every second.

2.6. Platelet aggregation

Aggregation in washed platelets was monitored using a Chronolog
(Havertown, Pa, US.A) aggregometer at 37 °C under stirring at
1200 rpm [20]. The percentage of aggregation (or amplitude} is
estimated as the percentage of the difference in light transmission
between the platelet suspension in HBS and HBS alone and indicates
the percentage of platelets that aggregate in response to an agonist.
The rate (or slope} of the aggregation is the percentage change of
aggregation per minute.

2.7. Statistical analysis

Results are expressed as mean-+S.EM. Analysis of statistical
significance was performed using Student'st-test. P<0.05 was
considered significant.

3. Results

3.1. Regulation of the interaction of TRPC6 with CaM and IP3Rs by
cytosolic Ca®*

We have analyzed association of TRPCE with either CaM or IP3Rs by
co-immunoprecipitation of whole cell lysates using an anti-TRPC6
antibody and Western blotting using specific anti-IPsRI/II/II or anti-
CaM antibodies in the presence of various [Ca®>"].. In order to set
different [Ca®*]. cells were treated with the Ca’* ionophore
ionomycin (500 nM) in the presence of increasing extracellular Ca®*
concentrations ([Ca®*],=0-1000 uM). Treatment of platelets with
ionomycin in the presence of extracellular Ca* induced a sustained
increase in [Ca®*]. reaching a plateau at 115£ 8, 478 & 23, 746 £ 104
and 1473 4+ 46 nM at [Ca®™], of 0, 3, 50 and 1000 uM, respectively
(Fig. 1A). Following this experimental maneuver, we have found that
co-immunoprecipitation between TRPC6 and CaM is directly propor-
tional to the [Ca‘“]c, while the interaction of TRPC6 with IP3Rs is
inversely proportional to the [Ca®*]. (Fig. 1B; P<0.01, n=4-6).
Reprobing of the same membranes with anti-TRPC6 antibody revealed
a comparable amount of proteins in all lanes. These findings suggest
that [Ca®"]. per se modifies the interaction of TRPC6 with CaM and
IP3Rs.

3.2. Effect of cytosolic Ca®* and 2-APB on thrombin-stimulated
association of TRPC6 with CaM and IP3Rs

Since changes in [Ca®*]. regulate the association of IPsRs or CaM to
TRPC6 we have investigated whether free cytosolic Ca®* is a
requirement for this association by performing experiments in cells
loaded with the intracellular Ca?™ chelator dimethyl-BAPTA. Cells
were stimulated with the physiological agonist thrombin in order to
induce generation of IP. As depicted in Fig. 2, in a Ca®*-free medium
(100 uM EGTA added), thrombin stimulates a significant association
between the IP;Rs and TRPCG as detected by co-immunoprecipitation
(Fig. 2A; P<0.05, n=6), while reducing the interaction of TRPC6 with
CaM (Fig. 2B; P<0.05, n=6). Interestingly, we have found that
thrombin-induced modifications in the interaction between TRPC6
and IP;Rs or CaM in the absence of extracellular Ca®+ was significantly
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Fig. 1. Cytosolic Ca®* concentration regulates the association of calmodulin and IP;Rs to the CIRB site of TRPCG. (A) Fura 2-loaded human platelets were stimulated with ionomycin
(500 nM) in the presence of increasing concentrations of extracellular Ca>*+ (0-1000 pM). Elevations in [Ca?*|. were monitored by using the 340-t0-38C nm ratio and traces were
calibrated in terms of [Ca®* .. The traces shown are representative of six separate experiments, Histograms represent the mean plateat [Ca®* ], reached at the different extracellular
Ca®* concentrations ([Ca®*|,). (B) Platelets were stimulated for 3 min with ionomycin (500 nM) in the presence of increasing concentrations of extracellular Ca>* (6-166¢ uM) or
left untreated in a Ca®* -free medium, as indicated, and lysed. Platelet lysates were immunoprecipitated using anti-TRPC6 antibody followed by Western blotting using anti-IPsRs
(top panel), anti-CaM (middle panel) or anti-hTRPCE (bottom panel) antibodies. Histograms represent association between TRPCE and [P;R or CaM expressed as percentage of
control (cells not treated with ionomycin). Values are means & S.E.M.; significance values indicate differences compared with cells not treated with ionomycin. **P<0.001 compared

to cells not treated with ionomycin.

smaller than in the presence of 1.2 mM external Ca®™ (see histograms
1and 2 in Fig. 2A vs. Fig. 2C and B vs. Fig. 2D). As shown in Fig. 2A and
B, dimethyl BAPTA loading did not alter thrombin-induced interaction
of TRPC6 with IP;Rs or CaM. Altogether, our results suggest that
thrombin-induced interaction between TRPC6 and IP3Rs or CaM has
both Ca®*-dependent and -independent pathways.

We have further investigated whether activation of IPsRs is
essential for its interaction with TRPC6G by using the IP3Rs antagonist
2-APB. In the presence of 1.2 mM Ca’™" platelets stimulation with
thrombin results in a significant increase in the association of TRPC6
with the IP3Rs (Fig. 2C) while decreased the association of TRPC6 with
CaM (Fig. 2D). Treatment for 10 min with 100 uM 2-APB reduced
thrombin-evoked association of TRPC6 with the IP;Rs by 69% and
attenuated thrombin-stimulated dissociation of CaM from TRPCE by
80% as compared to control (cells not treated with 2-APB; Fig. 2C and
D}; thus suggesting that IP3Rs activation plays an important role in
thrombin-induced interaction of TRPCE with IPsRs and CaM.

3.3. Effect of electrotransjection with anti-TRPC6 antibody on thrombin-
evoked hoth association of TRPCE with IP3Rs and CaM and Ca®* entry

Next we have explored the functional role of the CIRB site of TRPCG
in platelet function. Since platelets do not allow the use of molecular
biology techniques, we have investigated whether introduction of the
anti-TRPC6 C-terminal antibody (Santa Cruz Biotechnology), which,
according to the manufacturer's instructions, overlaps with the CIRB

site, is able to impair thrombin-mediated changes in the association
between TRPC6 and IP3Rs or CaM, as well as platelet function. To
assess this possibility, the anti-TRPC6 antibody was introduced into
platelets by reversible electropermeabilization, a technique that we
have successfully used for transferring peptides and antibodies into
human platelets while maintaining the physiological integrity of the
cells [18,21], as well as other authors in different cell types [17,22].
Platelets were treated with 1 U/mL thrombin in the presence of low
(300 uM) and high (1.2mM) [Ca®*], in order to induce two
quantitatively different rises in [Ca®"]. as depicted in Fig. 3C and D.

As shown in Fig. 34, introduction of the anti-TRPC6 antibody into
cells impaired the effect of thrombin on the association of TRPCE with
IP3Rs and dissociation from CaM both at low and high [Ca®*], (Fig. 3A
and B; P<0.05, n=4}. The effect of the anti-TRPC6 antibody was
almost completely prevented when the antibody was previously
incubated for 1 h in the presence of the CAP (1 pg/mL); which suggest
that the antibody specifically blocks the TRPC6 CIRB site and is an
interesting tool to further investigate its functional relevance in
human platelets.

Next we have investigated the effect of introduction of the anti-
TRPC6 antibody into platelets in thrombin-induced Ca®* mobiliza-
tion. In a Ca’*-free medium, stimulation of platelets with 1 U/mL
thrombin results in a rapid and transient increase in [Ca®*]. and
subsequent addition of Ca®™ to the external medium (to reach a low
(300 M) or high (1.2 mM} [Ca®*],) induced a sustained increase in
[Ca’]. indicative of Ca®* entry (Fig. 3C an 3D). Introduction of the
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Fig. 2. Effect of dimethyl BAPTA-loading and/or 2-APB on the association of calmodulin and IPsRs to the CIRB site of TRPC6. Human platelets were suspended in a Ca®* -free medium
(100 uM EGTA added:; A and B) or in a medium containing 1.2 mM Ca®* (Cand D). Cells were either loaded with dimethyl-BAPTA and suspended in a Ca?*-free medium (histograms
3and4; A and B), treated for 10 min with 100 uM 2-APB in a medium containing 1.2 mM Ca®* (histograms 3 and 4; C and D) or left untreated but otherwise treated in the same way,
as indicated (histograms 1 and 2). Cells were then stimulated with 1 U/mLthrombin for 3 min and lysed. Whole cell lysates were immunoprecipitated ([P) with anti-TRPC6 antibody
and immunoprecipitates were analyzed by Western blotting (WB) using anti-IPzRs antibody (A and C) or anti-CaM antibody (B and D) and reprobed with anti-TRPC6 antibody
(bottom panels). Positions of molecular mass markers are shown on the right. Histograms represent association between TRPC6 and IP;R or CaM expressed as percentage of control

(untreated cells). These results are representative of six independent experiments.
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Fig. 3. Introduction of the anti-TRPC6 antibody induces [Ca®*],-dependent changes in TG- and thrombin-induced Ca®* entry. (A and B) Platelets were electropermeabilized in a
Gene Pulser and either left untreated (Basal) or incubated with 1 pg/mL anti-TRPCE antibody (Santa Cruz; anti-TRPCE ab) neutralized by incubation for 1 h with 1 pg/mL CAP
(Control) or with 1 pg/mL anti-TRPCE antibody (anti-TRPCE ab) for 60 min as indicated. Cells electropermeabilized in the presence of the antibody were incubated for 3 min with
1 UfmL thrombin in a Ca®*-free medium or in the presence of 1 mM external Ca?* and lysed. Whole cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-TRPCE antibody (Abcam)
and immunoprecipitates were analyzed by Western blotting (WB) using anti-IP;Rs antibody (A) or anti-CaM antibody (B) and reprobed with anti-TRPCE antibody (Abcam; bottom
panel). Positions of molecular mass markers are shown on the right. Histograms represent association between TRPCE and IP:R or CaM expressed as percentage of basal. These
results are representative of six independent experiments. (C-F) Fura 2-loaded human platelets were electropermeabilized and incubated with 1 pg/mL anti-TRPCE antibody (Santa
Cruz) neutralized by incubation for 1 h with 1 pug/mL CAP (control) or with 1 yg/mL anti-TRPC6 antibody (anti-TRPCG ab) for 6C min. Cells were stimulated in a Ca®* -free medium
(100 M EGTA added) with 1 U/mL thrombin (C and D) or 1 UM TG (E and F) and 3 min later CaCl, was added (final concentration 300 pM (C and E) or 1.2 mM (D and F)) to initiate

Ca®* entry. The traces shown are representative of six separate experiments.

anti-TRPCG antibody did not modify thrombin-evoked Ca®* release
from the intracellular stores but reduced by 41 + 5% thrombin-evoked
Ca®™ entry in the presence of a low [Ca® ], (300 uM extracellular Ca®*)
as compared to cells that incorporated the anti-TRPC6 antibody
neutralized by incubation with the CAP (1 pg/mL; Fig. 3C; P<0.05,
n=6); in contrast, in the presence of a high [Ca’*], (1.2mM)

introduction of the antibody enhanced thrombin-evoked Ca®* entry
by 394 4% (Fig. 3D; P<0.05, n=26).

Since thrombin stimulates both store-operated (capacitative) Ca’™
entry (SOCE} and non-capacitative Ca®* entry we further investigated
whether the anti-TRPC6 antibody alters SOCE stimulated by TG, a
specific inhibitor of the Ca®*-ATPase of the intracellular stores
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(SERCA), that induces passive discharge of the intracellular Ca** pools.
In the absence of extracellular Ca®*, treatment of platelets with TG
results in a sustained increase in [Ca®*].. The subsequent addition of
Ca’" to the external medium induced a sustained increase in [Ca®*].,
indicative of SOCE (Fig. 3E and F). As for thrombin, introduction of the
anti-TRPCG antibody did not alter TG-evoked Ca’* release, which
indicates that this maneuver did not affect the ability of platelets to
accumulate Ca®* in the intracellular stores. The anti-TRPC6 antibody
reduced by 30+ 5% TG-evoked SOCE when [Ca?™ ], was 300 uM but
enhanced SOCE when [Ca®™ ], was 1.2 mM by 32 4 3%, as compared to
cells treated with cells that incorporated the anti-TRPC6 antibody
neutralized by incubation with CAP (Fig. 3E and F; P<0.05, n=G6); thus
suggesting that the interaction of the IPsRs or CaM with the TRPCE CIRB
site is important for SOCE in human platelets.

Introduction of the anti-TRPC6 antibody did not alter the
association of Orail with the IP3Rs or CaM either in the absence or
presence of 1 mM extracellular Ca** (not shown), thus indicating that
this treatment does not have non-specific effects on IPsRs or CaM
functions.

3.4. Association of TRP(C6 with CaM and I[P3Rs regulates platelet
aggregation

Treatment of human platelets suspended in a medium containing
Ca’* with 1 U/mL thrombin induces rapid aggregation characterized
by an initial and brief change in platelet shape, monitored by a small
decrease in light transmission, followed by a large increase in light
transmission as platelets aggregate (Fig. 4). In the presence of 300 uM
extracellular Ca®", thrombin-stimulated platelet aggregation was
found to be significantly reduced in cells electrotransjected with
1 pg/mlL anti-TRPC6 antibody compared to cells electrotransjected
with the anti-TRPC6 antibody neutralized by incubation for 1 h with
CAP (1 pg/mL} but otherwise treated in the same way (Fig. 4A and
Table 1; n=4}. By contrast, when cells were suspended in a medium
containing 1.2 mM Ca®™ thrombin-evoked platelet aggregation was
enhanced in the presence of the anti-TRPC6 antibody as compared to
cells that incorporated neutralized antibody (Fig. 4B and Table 1;
n=4).
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Fig. 4. Introduction of the anti-TRPCE antibody modifies thrombin-evoked platelet
aggregation in a [Ca®*|,-dependent manner. Platelets were electropermeahilized in a
Gene Pulser and incubated with 1 pg/mL anti-TRPCE antibody (Santa Cruz) neutralized
by incubation for 1 h with 1 pg/mL CAP (Control) or with 1 pg/mL anti-TRPCE antibody
(anti-TRPC6 ab) for 60 min as indicated. Cells were then suspended in HBS containing
either 300 1M (A) or 1mM Ca®** (B) and then stimulated with 1 U/mL thrombin.
Aggregation of human platelets was induced at a shear rate of 1200 rpm at 37 °C in an
aggregometer as described in Materials and methods. Traces shown are representative
of 4 separate experiments.
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Table 1
Effect of incorporation of the anti-TRPCE antibody on thrombin-induced platelet
aggregation.

Lag-time (min) % rate % aggregation
300 uM extracellular Ca*
Thrombin [control] 0.050 +0.014 69.7+24 805+23
Thrombin [anti-TRPCE ab] ~ 0.074 £0.021 57.8+36" 642+15"
1.2 mM extracellular Ca®*
Thrombin [control] 0.045 £0.017 67.9+3.1 813+15
Thrombin [anti-TRPCG ah]  0.062 £0.030 7404217 955+1.2"

Human platelets (16° cells/mL) were reversitly electropermeabilized in a Gene Pulser
as described in Material and methods and then were incubated with 1 ug/mlL anti-
TRPCE antibody (Santa Cruz) neutralized by incubation for 1h with 1 pg/mL CAP
(controi) or with 1 pg/mL anti-TRPC6 antibody (anti-TRPCE ab) for an additional 60 min
at 37 °C. Cells were then stimulated with 1 U/mL thrombin in the presence of 300 uM or
1.2 mM extracellular Ca>*. Values given are presented as mean - SEM of four separate
determinations.
* p=<0.05 compared to controls.

4. Discussion

We have recently reported that TRPC6 plays an important
regulatory role in Ca®* entry in human platelets, acting as a point of
convergence between receptor- and store-operated Ca®* influx [23].
Here, we have investigated the modulation of TRPCS6 functional role in
human platelets by CaM and IP3Rs binding. The interaction of TRPC
proteins with CaM or 1P3Rs has been reported to play an important
role in the regulation of TRPC channel function. The bidirectional
interaction between IP3Rs and TRPC channels modulates agonist-
induced opening of both channels [21,24] and CaM has been reported
to induce Ca®"-dependent inactivation of SOCE via binding to TRPC1
[9]. Several CaM-binding sites have been identified in the TRPC
structure [4]; however, only one IP3Rs-binding site has been
described, the C-terminal CIRB region, which is common for CaM
and IP3Rs binding [12]. Among the CaM-binding sites of TRPCs, the
CIRB site is especially relevant, since, depending on the [Ca®T]., CaM
might act as a switch for IP3R-mediated activation of TRPC function.
There are two major regulatory factors that must be considered
concerning the interaction of CaM and IP;Rs with TRPCs: the [Ca®™ ],
and the cytosolic IP; concentration. We have found that at resting IP3
levels, Ca® ™ influx induced by ionomycin in the presence of increasing
[Ca®*], results in Ca®"-dependent binding of CaM to TRPC6 channels
and subsequent displacement of IP3Rs. Thus suggesting, as reported
for other TRPC proteins {see [4]), that elevation in [Ca®™]. increases
the affinity of CaM for the CIRB site of TRPC6. Conversely, we have
found that IP; generation is necessary for agonist-induced IPs;R
binding to TRPC6 and displacement of CaM from this channel. It is
worth mentioning that, in the presence of 1.2 mM extracellular Ca>™,
stimulation with thrombin, which induces both robust Ca2* entry and
IP; generation, results in enhanced association of IPsRs and dissoci-
ation of CaM from TRPC6, thus suggesting that at high enough
concentrations of IP; the IP3Rs are not displaced by CaM, even when
CaM is bound to Ca’". Interestingly, in platelets stimulated with
thrombin to elevate IP; levels, association of the IP;Rs with TRPC6 was
significantly attenuated if Ca®* entry was abolished, although some
association was still remaining which was independent on rises in
[Ca®*]. as dimethyl BAPTA-loading was without effect. Our findings
indicate for the first time that agonist-induced association between
IP3Rs and TRPC6 occurs via Ca®™ entry-dependent and -independent
mechanisms.

Introduction of the anti-TRPC6 antibody, whose epitope overlaps
with the CIRB site, into cells provided interesting findings concerning
the role of the CIRB site of TRPCG in platelet function. This antibody
impairs the dynamics of CaM/IPsRs interaction with TRPC6. Introduc-
tion of the antibody resulted in significant changes in agonist-evoked
Ca’" entry and aggregation. In the presence of the antibody, both
cellular processes are inhibited at low [Ca®*], and enhanced at high
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[€a®* .. The inhibition of platelet functions at low [Ca?*], might be
attributed to a partial requirement for 1P;Rs association to TRPCS,
needed at low [Ca”*}, but overcome by a Ca**-dependent mecha-
nism, with low affinity for Ca®™, athigh [Ca® ™, since Ca®™ entry and
aggregation were increased at high [Ca® *],. The enhancement of Ca**
entry and aggregation at high [Ca®7], might be attributed to
impairmem of the negative feedback provided by CaM in the presence
of high [Ca® ]A Altogether, these findings reveal that thrombin-
stimulated Ca®* entry and aggregation in human platelets are
dynamically regulated by Ca®t and IP; levels via interaction of
Calvl/TP;Rs with the TRPCE CIRB site.
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DISCUSION

El Ca?" es un ion con un importante papel como mensajero intracelular en la
mayoria de los modelos celulares, participando en procesos tan importantes
como la contraccién muscular, la reproducciéon, la secrecion e incluso la
transcripcién génica, la proliferacion celular y la muerte celular programada o

apoptosis.

Es por eso que la homeostasis intracelular del Ca®* esta finamente regulada
por una serie de mecanismos entre los cuales se ha descrito la entrada
capacitativa de Ca®* (ECC). Este tipo de entrada esta regulada por el estado de
llenado de los depdsitos intracelulares de calcio, y se inactiva al rellenarse
dichos depdsitos (Putney, 1986). Desde que la ECC se describié en 1986, se
han estudiado en profundidad los canales que participan en la entrada de Ca*
en las células. En un principio, y tras el descubrimiento de los homodlogos de los
canales TRP de Drosophila en mamiferos, se pensé que estos canales (y sobre
todo los de la subfamilia TRPC) mediaban la entrada de Ca?*. Unos afios mas
tarde, con el descubrimiento de STIM1, que actia como sensor de Ca?" del
reticulo endoplasmico (Roos et al., 2005; Zhang et al., 2005); y del canal Orai1,
responsable de las corrientes Icrac (Feske et al, 2006), los TRPC se
consideraron mediadores de las corrientes /soc, un tipo de corriente menos
selectiva para el ion Ca®". A pesar de que la activacién de la ECC ha sido muy
ampliamente estudiada, los mecanismos de la inactivacién de este tipo de

entrada no se conocen con claridad.

Uno de los mecanismos de la inactivacion de la ECC es la inactivacion
rapida de los canales CRAC/Orai, que se produce en milisegundos por la
inhibicidn por retroalimentaciéon de Icrac mediada por la concentracion de calcio
citosdlico alrededor de canales CRAC individuales (Yamashita et al., 2007;
Zweifach et al., 1995). Ademas, se ha descrito que STIM1 de la membrana
plasmatica, actuando como un sensor de calcio extracelular, participa también en
la inactivacion de la ECC en diferentes tipos celulares (Spassova et al., 2006),
incluyendo plaquetas humanas (Jardin et al., 2009b). La inactivacién de la ECC
por la STIM1 de la membrana plasmatica se ha considerado como mediada por
la interaccion con Orai1 (Jardin et al., 2009b). Un estudio reciente ha revelado

que el dominio modulador de CRAC, entre los aminoacidos 474 y 485 de la
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region citosoélica de STIM1, proporciona una sefal de retroalimentacion negativa
a la entrada de calcio induciendo una inactivacién rapida dependiente de calcio
de los canales CRAC/Orai (Derler et al., 2009). Sin embargo, se desconoce si
esta inactivacion de la ECC por el calcio extracelular mediada por la STIM1 de la

membrana contribuye a la inactivacion rapida de los canales CRAC/Orai.

Cuando se estudio la relacion entre STIM1, Orai1 y los canales TRPC se
observé que, una vez vaciados los depdsitos intracelulares con diferentes
agonistas, como la trombina o la TG, se formaba un complejo formado por
STIM1, Orai1 y TRPC1 que mediaba la ECC (Jardin et al., 2008b). Este complejo
se constituia en unas zonas concretas de la membrana plasmatica, las balsas
lipidicas, que son dominios de la membrana resistentes a los detergentes
suaves, ricos en colesterol y esfingolipidos, que organizan la unién de moléculas
de senalizacion (Prieschl et al., 2000), constituyendo plataformas para las
proteinas de membrana, de forma que proporcionan un ambiente adecuado para
la interaccion de las proteinas asociadas a la ECC (Jardin et al., 2008d; Pani et
al., 2008; Sampieri et al., 2008). Ademas, estos dominios de balsas lipidicas son
importantes para la activacion de muchas funciones celulares, incluyendo la
adhesion y migracién celular, la apoptosis, la organizacion del citoesqueleto, la
exocitosis y la endocitosis (Pani et al., 2009; Simons et al., 2000). Estos
procesos celulares son ademas dependientes de los aumentos en la
concentracién de calcio, y se sabe que estas balsas lipidicas regulan el
mecanismo de activacién de la ECC (Sampieri et al., 2008). Por ejemplo, en las
balsas lipidicas se insertan proteinas como la caveolina 1, para las que el

TRPC1 tiene algunos dominios de interaccion (Brazer, 2003).

En los experimentos llevados a cabo en esta Tesis, se utilizé un agente
reductor del colesterol, la MBCD, capaz de atenuar selectivamente la estabilidad
de las balsas lipidicas (Vaca, 2010), de forma que es el medio mas utilizado para
investigar el papel de estas balsas en la fisiologia celular. A pesar de ello, este
agente también presenta ciertas limitaciones, como que no afecta a los otros
constituyentes de las balsas lipidicas (s6lo afecta al colesterol), por lo que no
retira completamente estos dominios, sino que simplemente los dafa
significativamente; ademas, al usar este agente se produce también deplecién
del colesterol de las membranas internas, aunque dichas membranas tienen
concentraciones de colesterol mas bajas que la membrana plasmatica. En los

experimentos llevados a cabo en esta Tesis se us6 CLCD como control,
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observando que el efecto de la MBCD en la regulacion de la ECC esta mediado
especificamente por la retirada del colesterol de estas balsas lipidicas (puesto
que el efecto inhibidor de este agente en la regulacién de ECC mediada por

STIM1 de la membrana no fue observado en presencia de CLCD).

Por tanto, los experimentos de esta Tesis se realizaron teniendo en cuenta
las limitaciones que presenta ese agente a la hora de estudiar el papel de las
balsas lipidicas en la activacién (afiadiendo la MBCD antes de la estimulacion de
las células con TG) y en el mantenimiento (con la adicion de la MBCD después
de estimular con TG) de la entrada de calcio. Se sabe que la maniobra de
retirada del colesterol de estos dominios y, por tanto, de dafio de los mismos,
atenua la ECC de forma significativa en diferentes tipos celulares (Bergdahl et
al., 2003; Jardin et al., 2008d; Prakash et al., 2007). Esto se puede atribuir a la
alteracion de la asociacion entre las proteinas que participan en la ECC, puesto
que esta asociacion se da en las balsas lipidicas. Al investigar el papel de las
balsas lipidicas en la entrada de Ca?*, la incubacién con la MBCD se llevé a cabo
durante 30 minutos. Para explorar la funcidén de estas balsas en la activacion de
la entrada de Ca®" inducida por TG, ésta se estudio tras 180 segundos después
de la adicion de la TG; mientras que, para el estudio del mantenimiento de la
entrada de Ca?*, las mediciones se hicieron 30 minutos después de la adicién de
la TG. Por otra parte, también se estudié, a esos tiempos, la sensibilidad de la
entrada de Ca?* al La**, que es un blogueante de la ECC, encontrandose que
mientras que la entrada de Ca** tras 180 segundos de estimulacién con TG es
totalmente sensible al La**, el flujo de Ca* tras 30 minutos de tratamiento con
TG era parcialmente insensible. Esta entrada de Ca*" estimulada por TG e
insensible al La** podria deberse a la activacién de corrientes de cationes a
través de canales dependientes de Ca** o de transportadores, como por ejemplo
el intercambio en modo inverso de Na*/Ca?* que se produce tras el vaciamiento
de los depositos intracelulares de Ca®* (Harper et al., 2007). Nuestro estudio ha
demostrado que el silenciamiento del canal TRPC6 reduce el componente
insensible al La** en este tipo celular. Ademas, también se ha demostrado que el
aumento en la entrada de Ca®" por adicion de MBCD a las células previamente
tratadas con TG se debe mayoritariamente al aumento del componente
insensible al La*", sin alterar la ECC. Estos resultados sugieren que las balsas
lipidicas no son necesarias para el mantenimiento de la ECC una vez producida
la activacién, pero que aumentan la entrada no capacitativa de Ca** estimulada

por el tratamiento de 30 minutos con TG, un efecto que se puede deber al
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reclutamiento de mas subunidades TRPC6 para la via de entrada de Ca®*" no
capacitativa, como se demostré usando las técnicas de silenciamiento con
shRNAs.

Ademas, los resultados de esta Tesis indican que TRPC1 participa tanto en
la activacién como en el mantenimiento de la ECC estimulada por TG, pero no
participan en la entrada no capacitativa de Ca®* que se produce tras el dafio de
las balsas lipidicas en las células de estudio. Por otra parte, y apoyando la teoria
de que la MBCD carece de efecto sobre el mantenimiento de la ECC, se ha
demostrado que la incubacion durante 30 minutos con este agente una vez que
las células fueron tratadas con TG tiene un efecto despreciable en el
mantenimiento de la entrada de Mn?". Este catién se usé para estos estudios
puesto que se asume que todo él entra sélo a través de la via capacitativa. El
uso de este ion esta ampliamente aceptado (Parekh et al., 2005), ya que evita
interferencias en el estudio de la ECC debidas a la estimulacion de la PMCA,
puesto que el Mn?* es transportado por esta bomba con menor afinidad que el
Ca? (Graf et al.,, 1982; Rink et al., 1990). Ademas, este ion inhibe el
intercambiador Na*/Ca®* (Blaustein et al., 1977), y su permeabilidad para los
canales de Ca?* no capacitativos (como el TRPV6), es significativamente menor

que la permeabilidad de esos canales para el Ca?* (Vennekens et al., 2000).

A pesar de que el papel de las balsas lipidicas en la activacion de la ECC y la
asociacion de STIM1 y Orai1 con estas balsas ha sido cuestionado por una
investigacion que sugiere que Icrac NO es dependiente de los dominios de balsas
lipidicas (DeHaven et al., 2009), nuestros resultados indican que estas balsas
lipidicas tienen un papel relevante en la activacion pero no en el mantenimiento
de la asociacién de Orai1 con STIM1 y con TRPC1 estimulada por TG. Asi, en
los estudios presentados en esta Tesis, observamos que la asociacién
estimulada por TG entre esas proteinas era transitoria, y que tras 30 minutos
después de la adicion de la TG la interaccion entre esas proteinas era parecida a
la del estado de reposo. Asimismo, demostramos que la TG promueve la
asociacion inicial entre Orai1 y TRPC6 pero que la estimulacion prolongada con
esta TG produjo la disociacion entre esas proteinas. Recientemente, hemos
demostrado que el TRPC6 participa tanto en la ECC como en la entrada no
capacitativa de Ca®* a través de su interaccién con el complejo Orai1-STIM1 o
hTRPC3 respectivamente (Jardin et al., 2009a). A pesar de que en el presente

estudio no se ha analizado la asociacion de TRPC6 con TRPC3, la disociacion
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observada de TRPC6 con Orai1 puede apoyar la idea de la activacién de la
entrada no capacitativa de Ca*", lo cual podria explicar los efectos de la MBCD
tanto aumentando la entrada no capacitativa de Ca?* como reduciendo la
coinmunoprecipitacién de Orai1 con TRPCG6. Es decir, esta Tesis desvela que las
balsas lipidicas tienen un importante papel en la entrada de cationes divalentes
inducida por TG, lo cual esta probablemente mediado por el papel de las balsas
lipidicas en la asociacion entre Orai1, STIM1, TRPC1 y TRPCG6. La disrupcion de
las balsas lipidicas antes de la activacion de la ECC resulta en la atenuacion de
la asociacion mediada por el vaciamiento de los depédsitos entre estas proteinas,
pero cuando la disrupcion de las balsas lipidicas se produce tras el vaciamiento
de los depdsitos, la asociacion de Orai1l con STIM1 o TRPC1 no se redujo
significativamente, y tampoco la entrada de Mn%*, mientras que la disociacién
entre Orai1l y TRPC6 estaba claramente aumentada, lo cual explica que se

produjo una activacién de la entrada no capacitativa de Ca?".

Quisimos ver también el efecto de la desorganizacion de las balsas lipidicas
en la ECC en plaquetas, observando que dicha disrupcién, producida por la
MBCD, disminuia la ECC y alteraba la sensibilidad de la ECC al Ca*
extracelular. A concentraciones altas de Ca** en el medio extracelular (3 mM), la
entrada de cationes divalentes era significativamente mayor en presencia de la
MBCD, lo cual puede atribuirse a la alteracion de la localizacion de STIM1 en la
membrana plasmatica y, subsecuentemente, a la alteracion de la asociacién con
Orai1 por tratamiento con TG. Sin embargo, puesto que la asociacion inducida
por el vaciamiento de los depdsitos de STIM1 de la membrana con Orail es
mucho mayor que la asociacion de STIM1 a la membrana, no podemos
descartar la posibilidad de que la alteracién de la asociacién entre STIM1 de la
membrana y Orai1 se deba a cambios en el ambiente lipidico mas que a la
alteracion de la asociacién de STIM1 a la membrana. La disrupcion de las balsas
lipidicas no alteré las concentraciones en reposo tanto de STIM1 en la
membrana plasmatica como de la coinmunoprecipitacion de la STIM1 de la
membrana con Orai1. Aunque la causa de este fendbmeno no se ha estudiado
con mas profundidad, podria explicarse por la presencia de STIM1 de la
membrana tanto independiente como dependientemente de las balsas lipidicas o

por una reduccion de ambos eventos.

Ademas, nuestros resultados en plaquetas indican que las balsas lipidicas,

como deciamos antes, son necesarias para la asociacion de Orai1 con STIM1,
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tanto el de la membrana como la fraccion intracelular de STIM1. Esto se detecté
en nuestros experimentos inmunoprecipitando lisados completos de plaquetas
con anticuerpo anti-STIM1 (de forma que se incluye tanto el de la membrana
como el intracelular) seguidos de Western blotting con anticuerpo anti-Orai1. Los
resultados indicaron que los datos obtenidos al inmunoprecipitar STIM1 no sélo
se debian a la STIM1 de la membrana, puesto que la asociaciéon basal con Orai1
era mayor en los lisados completos, asi como la asociacion entre STIM1 y Orai1

tras estimular con TG.

Los resultados muestran ademas que la inhibicion de la traslocacion inducida
por TG de STIM1 a la membrana plasmatica producida por la disrupcién de las
balsas lipidicas puede deberse a la localizacion y al reclutamiento de STIM1 a la
membrana plasmatica, en vez de a la alteracion del trafico intracelular. Esto se
basa en la falta de efecto de la MBCD sobre los niveles de STIM1 de la
membrana en células sin estimular, lo cual sugiere que el ciclo de reemplazo de
la STIM1 de la membrana no se altera, aunque tampoco se puede descartar que
esté disminuido. Sin embargo, se ha visto que mientras que el reclutamiento de
proteinas de membrana en regiones de membrana ricas en fosfolipidos se
produce a través de interacciones proteina-proteina, las proteinas que se
asocian con las balsas lipidicas requieren interacciones también entre los lipidos
de estas balsas y los dominios transmembrana de las proteinas o el fraccionado
lipidico de las proteinas de la membrana por una modificacion lipidica (Alonso et
al., 2001).

Es decir, en plaquetas demostramos que las balsas lipidicas son también
importantes para que se produzca la interaccion entre Orai1 y STIM1 de la
membrana plasmatica. Esta ultima, actuando probablemente como un sensor del
Ca?" extracelular, es esencial para el mecanismo de inactivacion de la ECC
mediada por el Ca** extracelular, lo cual puede prevenir la intoxicacién y muerte

de la célula por exceso de Ca?".

La activacion y el mantenimiento de la ECC estan regulados de forma
diferente dependiendo del tipo celular, y el citoesqueleto tiene un papel muy
importante en estos procesos. Por ejemplo, se sabe que la activacion de la ECC
es sensible a la jasplakinolida, que es un estabilizador del citoesqueleto de
actina, mientras que el mantenimiento de esta ECC es insensible a la

estabilizacion de actina tanto en plaguetas como en células acinares
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pancreaticas de ratén (Redondo et al., 2003; Rosado et al., 2000a). Ademas, se
ha descubierto que en plaquetas humanas los microtubulos juegan un papel
doble en la ECC, de forma que actian por un lado como una barrera que
previene la ECC constitutiva regulada por el sistema tubular denso (el analogo al
reticulo endoplasmico en las plaquetas), y también facilitan la ECC mediada por
los depositos acidicos de Ca®* (Redondo et al., 2007b). Por el contrario, en las
células HEK293, que fueron el objeto de nuestro estudio para generalizar
nuestra hipotesis, los microtubulos facilitan la ECC y la corriente Icrac, |0 cual se
ha atribuido a un papel de los microtubulos en la localizacién de STIM1 (Smyth
et al., 2008). Asimismo, se sabe que la ECC es insensible a la citocalasina D, un
inhibidor de la polimerizaciéon de actina permeable a membranas, en un gran
numero de células, como la linea celular de musculo liso DDT/MF-2 o la linea
derivada de la aorta embrionaria de rata A7r5 (Patterson et al., 1999). Por el
contrario, la red de actina tiene un importante papel en la ECC de neutréfilos
(Itagaki et al., 2004), queratinocitos humanos (Korkiamaki et al., 2003), células
bovinas adrenocorticales (Kawamura et al., 2003), células de glioma C6 (Sabala
et al., 2002), células del endotelio vascular (Holda et al., 1997) y plaquetas
humanas (Harper et al., 2007; Rosado et al., 2000a; Rosado et al., 2004). En
las plaguetas humanas, se ha observado un efecto dependiente del tiempo de la
citocalasina D sobre la ECC, lo cual apoya la teoria de que existe un papel doble
del citoesqueleto de actina en la ECC, como se mencionaba anteriormente, de
forma que actua tanto como un regulador negativo evitando la ECC constitutiva
como facilitando el acoplamiento entre elementos de la membrana del reticulo
endoplasmico y los canales de Ca?* de la membrana plasmatica (Rosado et al.,
2000a; Rosado et al., 2004).

Es por todo ello que en esta Tesis quisimos analizar el papel del
citoesqueleto en la ECC en células HEK293. Para ello, se utilizaron agentes
estabilizadores, como la jasplakinolida (estabiliza la red cortical de actina) y
paclitaxel (estabiliza los microtibulos); o disruptores, como la citocalasina D (que
destruye el citoesqueleto de actina) o la colchicina (que actia sobre los
microtubulos). Se observd que, al usar los agentes disruptores, aumentaba la
ECC inducida por TG, mientras que, al estabilizar la red de actina o los
microtubulos, se reducia la ECC inducida por TG, siendo éste el resultado
esperado, lo cual sugiere que el citoesqueleto de actina y los microtubulos tienen
un papel importante en el flujo de Ca?*, actuando probablemente como una

barrera que previene la ECC en células en reposo, tal y como se dijo
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anteriormente que ocurria en las plaquetas humanas (Redondo et al., 2007b).
Sin embargo, un estudio previo concluyé que el nocodazol y la colchicina
reducen la ECC inducida por TG en células HEK293 (Smyth et al., 2008). Esta
aparente contradiccion entre los resultados obtenidos en esta Tesis y los
encontrados por Smyth et al. podria deberse al hecho de que ambos estudios
estiman la ECC a distintas etapas. En nuestro estudio, la iniciacion de la entrada
de Ca*" se indujo 3 minutos después de la adicion de TG, mientras que en su
estudio la TG fue anadida a las células resuspendidas en un medio que contenia
Cca? (Smyth et al., 2008). De hecho, en ciertos modelos celulares, como las
células acinares pancreaticas (Camello et al., 1999) y las plaquetas humanas
(Jenner et al., 2000) (en estas células reguladas por el citoesqueleto (Jardin et

al., 2008b)), se han observado diferentes etapas para la ECC.

El papel del citoesqueleto en la modulacién de la ECC se ha atribuido a una
serie de eventos de sefializacién, incluyendo la facilitacion de la localizacién de
STIM1 en el reticulo endoplasmico (Smyth et al., 2008), probablemente a través
de su interaccién con la proteina EB1 (Grigoriev et al., 2008), la regulacion de la
internalizacion de los canales TRP (ltagaki et al., 2004) o modulando la
interaccion de las proteinas TRPC con el receptor de IP; de tipo Il (Rosado et al.,
2001; Rosado et al., 2002). En esta Tesis demostramos por primera vez que el
citoesqueleto regula la asociacion de STIM1 con Orai1 y con los canales TRPC1
en la membrana plasmatica. Los efectos de las alteraciones del citoesqueleto
demostrados aqui, tanto usando colchicina, paclitaxel o jasplakinolida, en la
ECC, son similares a las modificaciones observadas en la asociacion entre
STIM1 y los canales de Ca®, sugiriendo que tanto los filamentos de actina como
los microtubulos actian como una barrera cortical que previene la asociacion
entre STIM1 y estos canales, asi como la ECC; de forma que al romper esta
barrera se facilita la asociacién entre STIM1 y los canales, y la ECC. Sin
embargo, al estabilizar las redes de actina o de microtubulos se alteran ambos
eventos. Asimismo, hemos descubierto que la disrupcion de los filamentos de
actina aumenta la ECC sin producir ningun efecto significativo en la asociaciéon
entre STIM1 y Orai1l o STIM1 y TRPC1. Ademas, hemos encontrado que la
disrupcién de los microfilamentos produce una inhibiciéon en la asociacién entre
calmodulina y Orai1 o TRPC1 inducida por TG. Puesto que la inhibicion de la
calmodulina produce un efecto similar en la ECC inducida por TG que la
disrupcion de los filamentos de actina, los resultados de esta Tesis demuestran

que la calmodulina tiene un papel en la regulacion de la ECC a través de su
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interaccion con Orai1 y TRPCH1, lo cual esta facilitado por el citoesqueleto. Los
microtubulos tienen un papel mas importante en la asociacion de STIM1 con los
canales de Ca?*, como se ha demostrado anteriormente (Smyth et al., 2007),
puesto que la disrupcion de los mismos aumenta esta asociacion, un proceso

que no se ha observado tras la inhibicion de la polimerizacién de actina.

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que el citoesqueleto tiene un
papel relevante en la regulacion de la ECC en células HEK293, a través de la
regulacion de la interaccion entre STIM1 y Orail o TRPC1. Ademas, el
citoesqueleto de actina facilita la asociacion de la calmodulina con los canales de
Ca?* en la membrana plasmatica, lo cual proporciona un papel regulador
adicional del flujo de Ca** mediado por los depésitos, de forma que la disrupcién
de la red de actina produce una alteracién de la inactivacion de la ECC

dependiente de Ca?".

La calmodulina es una proteina encargada de regular numerosas proteinas
intracelulares, incluyendo canales iénicos, de una forma dependiente de Ca?
(Zhu, 2005). Su interaccion con los canales TRP fue descrita en Drosophila en la
década de los 90 (Phillips et al., 1992), sugiriéndose que la regulacién de la
funcion de las proteinas TRP por el Ca?* es un mecanismo conservado. Se sabe
también de la interaccion de la calmodulina con TRPC1 en mamiferos (Singh et
al., 2002), con el extremo C-terminal polibasico de STIM1 (Bauer et al., 2008) y
con el dominio N-terminal proximal a la membrana de Orai1 (Mullins et al., 2009).
Ademas, se ha demostrado que la calmodulina esta involucrada en la
inactivacion de la ECC dependiente de Ca*". Esto se ha comprobado mediante
el uso de mutantes de TRPC1 o Orai1 incapaces de unirse a la calmodulina, lo
cual previene la inactivacion de ECC dependiente de Ca** en células de las
glandulas salivales humanas (Singh et al., 2002) o la Icrac €n células HEK293
(Mullins et al., 2009), respectivamente. También se han usado métodos de
sobreexpresion de un péptido inhibidor de la calmodulina y de un mutante de la
calmodulina insensible al Ca?*, lo cual produce una reduccion de Isoc en células
hepaticas (Litjens et al., 2004).

La calmodulina también es capaz de unirse a TRPCB6, a través del dominio
CIRB (C-terminal), al que también se uniran los IP3;Rs. Este sitio es
especialmente importante, puesto que, dependiendo de la concentraciéon de

Ca?*, la calmodulina puede actuar como un interruptor de la activacion de la
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funcion del TRPC6 mediada por el IPsR. Este TRPCG6 tiene un importante papel
regulador de la entrada de Ca*" en plaquetas humanas, actuando como el punto
convergente entre el flujo de Ca®* mediado por receptores y el mediado por los
depdsitos (Woodard et al., 2010). En esta Tesis hemos investigado el papel
funcional de este TRPC6 en plaquetas humanas al unirse bien a calmodulina o
bien a los IP3Rs, puesto que esta unién juega un papel importante en la

regulacion de la funcion de los canales TRPC.

A la hora de realizar los experimentos, se consideraron dos factores
importantes con respecto a la interaccién de los TRPCs con calmodulina o
IPsRs: la concentracion de Ca®* y la concentracion de IP; citosélico. Hemos
descubierto que, a concentraciones basales de IP;, el flujo de Ca?* inducido por
la ionomicina en presencia de [Ca?'], crecientes produce la unién dependiente
de Ca®* de la calmodulina a los canales TRPCS, desplazando asi la unién de los
mismos con los IP;Rs. Esto sugiere que, como se ha indicado para otras
proteinas TRPC (Zhu, 2005), la elevacion de la concentraciéon de Ca®* aumenta
la afinidad de la calmodulina para el sitio CIRB de TRPCG6. Por otra parte, en
esta Tesis hemos descubierto que la generacién de IP; es necesaria para la
union de los IPsRs al TRPC6 inducida por agonistas, y por tanto el
desplazamiento de la calmodulina. En presencia de 1,2 mM de Ca®* extracelular,
la estimulacion con trombina, que induce tanto una gran entrada de Ca®* como la
generacion de IP;, produce un aumento de la asociacion de los IP3Rs con
TRPC6, y por lo tanto la disociacion de la calmodulina de estos TRPCG6,
sugiriendo que, a concentraciones suficientemente altas de IP3, los IP;Rs no son
desplazados por la calmodulina, incluso cuando la calmodulina esta unida al

Ca*

Nuestros resultados indican que, al estimular las plaquetas con trombina
para elevar asi los niveles de IP3, la asociacion de los IP;Rs con TRPC6 se
atenuaba cuando la entrada de Ca?" estaba abolida, aunque habia cierta
asociacion, independiente de los aumentos de la concentracion de Ca?, puesto
que la carga con dimetil BAPTA no tuvo ningun efecto. Estos resultados indican
por primera vez que la asociacion entre los IP;Rs y el TRPC6 inducida por
agonistas ocurre a través de mecanismos dependientes e independientes de

Ca?
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Por otra parte, al introducir el anticuerpo anti-TRPC6 en las plaquetas, con
un epitopo que se solapa con el sitio CIRB, obtuvimos unos resultados
interesantes acerca del papel del dominio CIRB del TRPC6 en la funcion
plaquetaria. La introduccién del anticuerpo alterd la interaccion entre TRPC6 y
calmodulina o IP3Rs, de forma que se alteré significativamente la entrada de
calcio inducida por agonistas, asi como la agregacion. En presencia del
anticuerpo, ambos procesos celulares se encuentran inhibidos a bajas [Ca®], y
aumentados a altas [Ca®'],. Esta inhibicion de las funciones plaquetarias a bajas
[Ca®*], se puede atribuir a un requerimiento parcial para que se produzca la
asociacion de los IP;Rs con TRPCB, necesario a bajas [Ca®*], pero debilitado por
un mecanismo dependiente de Ca?*, con baja afinidad por el Ca*, a altas
[Ca®],, puesto que la entrada de Ca?* y la agregaciéon estaban aumentadas a
altas [Ca®'],. Este aumento de la entrada de Ca*" y de la agregacion se puede
deber a una alteracion del mecanismo de retroalimentacion negativa del que se
encarga la CaM en presencia de alta [Ca**].. En conclusién, estos resultados
revelan que la entrada de Ca?* y la agregacién estimuladas por trombina en
plaquetas humanas estan reguladas dinamicamente por los niveles de Ca** y de
IP5; a través de la interaccion de la calmodulina o de los IP3Rs con el sitio CIRB
del canal TRPC6.
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DISCUSSION

lon Ca?* plays an important role as an intracellular messenger in most cellular
models, participating in essential processes, like muscle contraction,
reproduction, secretion and even gene transcription, cell proliferation and

programmed cell death or apoptosis.

This is why the intracellular Ca** homeostasis is tightly modulated by a variety
of mechanisms, including store-operated Ca®* entry (SOCE). This entry is
regulated by the filling state of intracellular Ca®* stores, and it is inactivated by
store replenishment (Putney, 1986). Since SOCE was described in 1986, the
channels involved in Ca** entry have been studied in depth. At first, and after the
discovery of the homologues of Drosophila TRP channels in mammals, those
channels (and especially the TRPC subfamily) were thought to mediate Ca*
entry. A few years later, with the discovery of STIM1, which acts as a Ca®* sensor
in the endoplasmic reticulum (Roos et al., 2005; Zhang et al., 2005); and Orai1
channel, responsible for the Icrac currents (Feske et al., 2006), TRPC channels
were considered to be mediators of Isoc currents, a type of current less selective
for Ca?. Although the activation of SOCE has been widely investigated, the

mechanisms of its inactivation remain unclear.

One of the mechanisms of SOCE inactivation is the fast inactivation of
CRAC/Orai channels, which occurs in milliseconds by feedback inhibition of Icrac
mediated by the cytosolic Ca** concentration around individual CRAC channels
(Yamashita et al., 2007; Zweifach et al., 1995). Furthermore, it has been
reported that PM-resident STIM1, acting as a sensor of extracellular Ca®, is also
involved in SOCE inactivation in different cell types (Spassova et al., 2006),
including human platelets (Jardin et al., 2009b). SOCE inactivation by PM-
spanning STIM1 has been considered to be mediated by interaction with Orai1
(Jardin et al., 2009b). A recent study has revealed that the CRAC modulatory
domain, within the amino acids 474 and 485 of the cytosolic region of STIM1,
provides a negative feedback signal to Ca®" entry by inducing a rapid Ca*-
dependent inactivation of the CRAC/Orai channels (Derler et al., 2009). However,
it remains unclear whether the observed SOCE inactivation by extracellular Ca**
mediated by PM-resident STIM1 contributes to fast inactivation of the
CRAC/Orai1 channels.
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When we studied the relationship between STIM1, Orai1 and TRPC
channels, we observed that, once the intracellular stores were depleted using
different agonists (like thrombin or TG), a complex of STIM1, Orai1 and TRPCA1
was formed and mediated SOCE (Jardin et al., 2008b). This complex is
constituted in certain areas in the plasma membrane, the lipid rafts, which are
sphingolipids and cholesterol enriched plasma membrane domains, resistant to
mild detergents, that organize the assembly of signalling molecules (Prieschl et
al., 2000), forming platforms for membrane proteins to provide a suitable
environment for the interaction of SOCE-associated proteins (Jardin et al., 2008d;
Pani et al., 2008; Sampieri et al., 2008). Furthermore, these lipid rafts domains
are important for the activation of many cellular functions, including cell adhesion
and migration, apoptosis, cytoskeletal organization, exocytosis and endocytosis
(Pani et al., 2009; Simons et al., 2000). These cellular processes are also
dependent on increases in Ca®" concentration, and lipid rafts are known to
regulate the mechanism of SOCE activation (Sampieri et al., 2008). For instance,
proteins like caveolin 1, for which TRPC1 has some interaction domains, are

inserted in lipid rafts (Brazer, 2003).

In the experiments carried out in this Thesis, we used a cholesterol-reducing
agent, MBCD, which is able to selectively attenuate lipid raft stability (Vaca,
2010), so that it is the most widely used agent to investigate the role of these lipid
rafts in cell physiology. However, this agent also has certain limitations, as it can
not produce the complete disruption of lipid rafts since it only affects cholesterol
and not the other constituents of lipid rafts. Also, the use of this agent produces
cholesterol depletion of internal membranes, although those membranes have
lower cholesterol levels than the plasma membrane. In the experiments
conducted in this Thesis, we used CLCD as a control, observing that the effect of
MBCD in SOCE regulation is specifically mediated by cholesterol removal from
lipid rafts (since the inhibitory effect of this agent in SOCE regulation mediated by
PM-resident STIM1 was not observed in the presence of CLCD).

Therefore, the experiments in this Thesis were conducted considering the
limitations of MBCD when studying the role of lipid rafts in the activation (adding
the MBCD prior to stimulation of cells with TG) and maintenance (with the
addition of MBCD after stimulation with TG) of Ca*" entry. It is known that
removal of cholesterol from those domains and, therefore, their damage,

attenuates SOCE significantly in different types of cells (Bergdahl et al., 2003;
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Jardin et al., 2008d; Prakash et al., 2007). This can be attributed to the
disruption of the association between the proteins involved in SOCE, since that
association occurs in lipid rafts. When we investigated the role of lipid rafts in
Ca*" entry, incubation with MBCD was conducted for 30 minutes. To explore the
role of those lipid rafts in the activation of thapsigargin-induced Ca?* entry, it was
studied after 180 seconds after the addition of TG; while, for the study of the
maintenance of Ca®** entry, measurements were made 30 minutes after TG
addition. Moreover, we also studied at those times the sensitivity of Ca®* entry to
La®*, which is a SOCE blocker, finding that, while the influx of Ca®* after 180
seconds of stimulation with TG is completely sensitive to La**, after 30 minutes of
TG treatment it was partially insensitive. This La**-insensitive TG-stimulated Ca**
entry may be attributed to the activation of cation currents through Ca*-
dependent channels or transporters such as the reported reverse Na‘/Ca?*
exchange activation secondary to store depletion (Harper et al., 2007). Our study
has shown shTRPC6 reduces the La*"-insensitive component in this cellular type.
Furthermore, it has been also demonstrated that the increase in Ca?* entry by
addition of MBCD to the cells previously treated with TG is mainly due to the
increase of La**-insensitive component, without altering SOCE. These results
suggest that lipid rafts are not necessary for the maintenance of SOCE once the
activation has been produced, but they increase non-capacitative Ca?* entry
stimulated by treatment with TG for 30 minutes, an effect that may be attributed
to the recruitment of further TRPC6 units to the non-capacitative Ca®" entry

pathway, as demonstrated using silencing techniques with shRNAs.

The results of this study also indicate that TRPC1 participates in both the
activation and maintenance of TG-stimulated SOCE, but it does not participate in
non-capacitative Ca?* entry produced after the disruption of lipid rafts in the cells
of this study. On the other hand, and supporting the lack of effect of MBCD on the
maintenance of SOCE, it has been demonstrated that the incubation with this
agent for 30 minutes after treatment with TG has a negligible effect on the
maintenance of Mn?* entry. This cation was used for these studies since it is
assumed that it only enters the cell through the store-operated pathway. The use
of this ion is widely accepted (Parekh et al., 2005), since it avoids interferences in
the study of SOCE arising from the stimulation of PMCA, because Mn?* is
transported by this pump with lower affinity than Ca?* (Graf et al., 1982; Rink et
al., 1990). Also, this ion inhibits the Na*/Ca®* exchanger (Blaustein et al., 1977)
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and the permeability for Mn?* of non-capacitative Ca®* channels (such as TRPV6)

is significantly smaller than their permeability for Ca®* (Vennekens et al., 2000).

Although the role of lipid rafts in the activation of SOCE and the association of
STIM1 and Orai1 with lipid rafts has been recently questioned by a report that
suggests that /crac is not dependent on lipid rafts domains (DeHaven et al.,
2009), our results indicate that lipid rafts have a relevant role in the activation but
not the maintenance of the TG-stimulated association of Orai1 with STIM1 and
TRPC1. Thus, in the studies presented in this Thesis, we observed that the TG-
evoked association between those proteins was transient and that, 30 minutes
after the TG addition, the interaction of those proteins was close to the resting
level. Furthermore, we demonstrated that TG promotes an initial association
between Orai1 and TRPC6 but a prolonged stimulation with TG produces the
dissociation between those proteins. Recently, we showed that TRPC6
participates both in SOCE and in non-capacitative Ca®" entry through its
interaction with the Orai1-STIM1 complex or hTRPC3 respectively (Jardin et al.,
2009a). Although in the present study we did not analyze the association of
TRPC6 with TRPC3, the observed dissociation of TRPC6 from Orai1 may
support the idea of the activation of non-capacitative Ca** entry, which could
explain the effects of the MBCD both increasing non-capacitative Ca®* entry and
reducing co-immunoprecipitation of Orai1 with TRPC6. This Thesis reveals that
lipid rafts play an important role in TG-induced divalent cation entry, which is
probably mediated by a role of lipid rafts in the association between Orai1,
STIM1, TRPC1 and TRPCB. Lipid rafts disruption prior to SOCE activation results
in the attenuation of store-operated association between those proteins, but
when the disruption of lipid rafts is produced after store depletion, the association
of Orai1 with STIM1 or TRPC1 is not significantly reduced, as well as Mn* entry,
while dissociation between Orai1 and TRPCE6 is clearly increased, which explains

enhanced non-capacitative Ca®* entry.

We also wanted to study the effect of the disruption of lipid rafts in SOCE in
platelets, observing that this disruption, induced by MBCD, attenuates SOCE and
impairs the sensibility of SOCE to extracellular Ca?*. At high Ca** concentrations
in extracellular medium (3 mM), divalent cation entry was significantly greater in
the presence of MBCD, which may be attributed to the impairment of STIM1
localization in the plasma membrane upon treatment with TG and, subsequently,

association with Orai1. However, since the store depletion-induced association of
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PM-spanning STIM1 with Orai1 is much greater than PM association of STIM1,
we can not rule out the possibility that impairment of the association between
PM-STIM1 and Orai1 is due to changes in the lipid environment rather than to the
alteration of PM association of STIM1. The disruption of lipid rafts did not alter the
resting level of either expression of STIM1 in the plasma membrane or co-
immunoprecipitation of PM-spanning STIM1 with Orai1. Although the cause of
this phenomenon has not been further studied, it could be explained either by the
presence of both lipid raft-dependent and -independent STIM1 pools in the PM or

by a reduced turnover of both events.

Furthermore, our results in platelets indicate that lipid rafts, as noted aboved,
are necessary for the association of Orai1 with PM-resident STIM1 and also with
the intracellular pool of STIM1. This was detected in our experiments
immunoprecipitating whole platelet lysates with anti-STIM1 antibody (so that it
includes both the membrane and the intracellular fraction), followed by Western
blotting with an anti-Orai1 antibody. The results indicate that the obtained results
after STIM1 immunoprecipitation were not only due to PM-STIM1, since the basal
association with Orai1 was higher in the whole lysates, as well as TG-evoked

association between STIM1 and Orai1.

The results further show that the inhibition of TG-induced translocation of
STIM1 to the plasma membrane by disruption of lipid rafts may be due to the
location and recruitment of STIM1 into the plasma membrane, rather than to
impairment of the intracellular trafficking. This is based on the lack of effect of
MBCD in the plasma membrane level of STIM1 in unstimulated cells, which
suggests that the turnover of PM-STIM1 is not altered, although we can not rule
out that it is reduced. However, it has been shown that, while the recruitment of
membrane proteins in phospholipid-rich membrane regions occurs through
protein-protein interactions, proteins that associate with lipid rafts require
interactions between the lipids in these rafts and the transmembrane domains of
proteins or the lipid moiety of proteins attached to the membrane by a lipid

modification (Alonso et al., 2001).
Thus, we demonstrated in platelets that lipid rafts are required for the

interaction between Orai1 and PM-resident STIM1. The latter, probably acting as

a sensor of extracellular Ca?* concentration, is essential for the mechanism of
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SOCE inactivation by extracellular Ca?* conentration, which can prevent the

intoxication and death of the cell due to excessive Ca®*.

Activation and maintenance of SOCE are regulated differently depending on
the cell type, and the cytoskeleton has a very important role in these processes.
For example, it is known that the activation of SOCE is sensitive to jasplakinolide,
a stabilizer of the actin cytoskeleton, while the maintenance of Ca?* entry is
insensitive to actin stabilization both in platelets and in mouse pancreatic acinar
cells (Redondo et al., 2003; Rosado et al., 2000a). Besides, it has been reported
that in human platelets, microtubules play a dual role in SOCE, acting as a barrier
that prevents constitutive SOCE regulated by the dense tubular system (the ER
analogue in platelets), and also facilitating SOCE mediated by the acidic Ca**
stores (Redondo et al.,, 2007b). In contrast, in HEK293 cells, which were the
object of our study to generalize our hypothesis, microtubules facilitate SOCE
and Icrac current, which is attributed to a role of the microtubules in the
localization of STIM1 (Smyth et al., 2008). Also, it is known that SOCE is
insensitive to cytochalasin D, a membrane-permeant inhibitor of actin
polymerization, in a large numer of cells, like the DDT{MF-2 transformed smooth
muscle cell line or the nontransformed A7r5 smooth muscle line derived from rat
embryonic aorta (Patterson et al., 1999). However, the actin network plays an
important role in SOCE in neutrophils (ltagaki et al., 2004), human keratinocytes
(Korkiamaki et al., 2003), bovine adrenocortical fasciculata cells (Kawamura et
al., 2003), glioma C6 cells (Sabala et al., 2002), vascular endothelial cells (Holda
et al., 1997) and human platelets (Harper et al., 2007; Rosado et al., 2000a;
Rosado et al., 2004). In human platelets, a time-dependent effect of cytochalasin
D on SOCE has been observed, which supports the theory that there is a dual
role for the actin cytoskeleton in SOCE, as mentioned above, so it acts both as a
negative clamp that prevents constitutive SOCE, and also facilitating the coupling
between elements in the membrane of the endoplasmic reticulum and Ca*

channels in the plasma membrane (Rosado et al., 2000a; Rosado et al., 2004).

It is because those reasons that in this Thesis we wanted to analyze the role
of the cytoskeleton in SOCE in HEK293 cells. For this reason, we use stabilizing
agents, like jasplakinolide (which stabilizes the cortical actin network) and
paclitaxel (stabilizes microtubules); or disruptors, like cytochalasin D (which
disrupts the actin cytoskeleton) or colchicine (which disrupts the microtubules). It

was observed that, when using the disruptor agents, TG-evoked SOCE was
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increased, while, when the actin network or the microtubules were stabilized, TG-
evoked SOCE was reduced, which suggests that actin cytoskeleton and
microtubules have an important role in Ca?* influx, probably acting as a barrier
that prevents SOCE in resting cells, like in human platelets, as metioned above
(Redondo et al., 2007b). A previous study concluded that nocodazole and
colchicine reduce TG-evoked SOCE in HEK293 cells (Smyth et al., 2008). This
apparent contradiction between the results obtained in this Thesis and those
found by Smyth et al. could be due to the fact that both studies estimate SOCE at
different stages. In our study, the initiation of Ca?* entry was induced 3 minutes
after the addition of TG, while in the study published by Smyth et al. TG was
added to the cells in a medium containing Ca®** (Smyth et al., 2008). In fact,
different stages for SOCE have been reported in certain cellular models, like
pancreatic acinar cells (Camello et al., 1999) and human platelets (Jenner et al.,
2000), the latter differentially regulated by the cytoskeleton (Jardin et al., 2008b).

The role of the cytoskeleton in the modulation of SOCE has been attributed to
a number of signalling events, including the facilitation of STIM1 localization
within the endoplasmic reticulum (Smyth et al., 2008), probably through its
interaction with the microtubule-plus-end-tracking protein EB1 (Grigoriev et al.,
2008), the regulation of TRP channels internalization (ltagaki et al., 2004) or by
modulating the interaction of TRPC proteins with the type Il IP; receptor (Rosado
et al.,, 2001; Rosado et al., 2002). In this Thesis, we report for the first time that
the cytoskeleton regulates the association between STIM1 and Orai1 and TRPC1
channels in the plasma membrane. The effects of the alterations of the
cytoskeleton shown here, using colchicine, paclitaxel or jasplakinolide, on SOCE,
are paralleled by a similar modification of the association between STIM1 and
Ca?* channels, suggesting that both the actin filaments and microtubules act as a
cortical barrier that prevents the association between STIM1 and Ca?* channels
and SOCE; thus disruption of this barrier facilitates both the association between
STIM1 and Ca?" channels and SOCE. However, when actin network or
microtubules were stabilized, both events were altered. Furthermore, we have
discovered that the disruption of actin filaments increases SOCE without inducing
any significant effect on the association between STIM1 and Orai1 or STIM1 and
TRPC1. We have also found that the disruption of the microfilaments produces
an inhibition of TG-induced association between calmodulin and Orai1 or TRPC1.
Since inhibition of calmodulin has a similar effect in TG-induced SOCE than

disruption of actin filaments, the results in this Thesis demonstrate that
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calmodulin has a role in the regulation of SOCE through its interaction with Orai1
and TRPC1, which is supported by the actin cytoskeleton. The microtubules play
a further important role in the association between STIM1 and Ca** channels, as
was previously shown (Smyth et al., 2007), since disruption of the microtubules
increases this association, a process that has not been observed after inhibition

of actin polymerization.

Therefore, our results show that cytoskeleton plays a relevant role in SOCE
regulation in HEK293 cells, through the regulation of the interaction between
STIM1 and Orai1 or TRPC1. Moreover, actin cytoskeleton facilitates association
between calmodulin and Ca?* channels in the plasma membrane, which provides
an additional regulator role of Ca?* influx mediated by the stores, so that the
disruption of the actin network produces an impairment of the Ca*-dependent
SOCE inactivation.

Calmodulin is a protein responsible for regulating a number of intracellular
proteins, including ion channels, in a Ca?*-dependent manner (Zhu et al., 2005).
Its interaction with TRP channels was described in Drosophila in the 90s (Phillips
et al., 1992), suggesting that regulation of TRPC protein function by Ca®" is a
conserved mechanism. It is also known that calmodulin interacts with TRPC1 in
mammals (Singh et al., 2002), with the polybasic C-termini of STIM1 (Bauer et
al., 2008) and with a membrane-proximal N-terminal domain of Orai1 (Mullins et
al., 2009). Moreover, it has been shown that calmodulin is involved in Ca?-
dependent inactivation of SOCE. This has been demonstrated using mutants for
TRPC1 or Orai1, unable to bind to calmodulin, which prevents Ca**-dependent
inactivation of SOCE in human salivary gland cells (Singh et al., 2002) or Icrac in
HEK293 cells (Mullins et al., 2009), respectively. Over-expression of calmodulin
inhibitor peptide or a Ca*-insensitive calmodulin mutant have also been used,

and produce a reduction in inactivation of Isoc in liver cells (Litjens et al., 2004).

Calmodulin is also able to bind to TRPC6 through CIRB domain (C-terminal),
which can also bind to IP3Rs. This site is especially important, since, depending
on the Ca?" concentration, calmodulin might act as a switch for IP;R-mediated
activation of TRPC function. TRPC6 has a important role regulating Ca?* entry in
human platelets, acting as a point of convergence between receptor- and store-
operated Ca* influx (Woodard et al., 2010). In this Thesis we have investigated

the functional role of TRPCG6 in human platelets when binding either calmodulin
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or IP3Rs, since this binding plays an important role in the regulation of the

function of TRPC channels.

When these experiments were performed, two factors concerning the
interaction of TRPCs with calmodulin of IP;Rs were considered: Ca?*
concentration and cytosolic IP; concentration. We have found that, at resting IP;
levels, ionomycin-induced Ca?* influx in the presence of increasing [Ca*], results
in Ca?*-dependent binding of calmodulin to TRPC6 channels, thereby displacing
the binding of these channels to IP3Rs. This suggests that, as it has been
indicated for other proteins (Zhu, 2005), the elevation in Ca®" concentration
increases the affinity of calmodulin for the CIRB domain of TRPC6. On the other
hand, in this Thesis we have discovered that generation of IP; is necessary for
agonist-induced IP;R binding to TRPC6, and thus the displacement of
calmodulin. In the presence of 1.2 mM extracellular Ca?*, stimulation with
thrombin, which induces both a large Ca?* entry and IP; generation, produces an
increase in the association of IPsRs with TRPCG6, and therefore the dissociation
of calmodulin from this channel, suggesting that, at high enough concentrations
of IP3, IP3Rs are not displaced by calmodulin, even when calmodulin is bound to

Ca*

Our results indicate that, when platelets were stimulated with thrombin to
increase |IP; levels, the association between IPsRs and TRPC6 was attenuated
when Ca?* entry was abolished, although there was still some association, which
was independent on rises in Ca®* concentration, as dimethyl BAPTA-loading had
no effect. These results indicate for the first time that agonist-induced association
between IP;Rs and TRPC6 occurs via Ca?* entry-dependent and -independent

mechanisms.

Moreover, when we introduced anti-TRPC6 antibody in platelets, with an
epitope that overlaps with the CIRB site, we obtained some interesting results
concerning the role of this domain in platelet function. The introduction of the
antibody altered the interaction between TRPC6 and calmodulin or IP3Rs, so that
aggregation and agonist-induced Ca®* entry were significantly altered. In the
presence of the antibody, both cellular processes were inhibited at low [Ca?'],
and increased at high [Ca?'],. This inhibition of platelet functions at low [Ca*'],
may be due to a partial requirement for the association between IP3;Rs and

TRPCB8, necessary at low [Ca?*], but overcome by a Ca?*-dependent mechanism,
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with low affinity for Ca*, at high [Ca®'],, since Ca®* entry and aggregation were
increased at high [Ca®],. This increase of Ca®" entry and aggregation may be
due to an impairment of the negative feedback provided by calmodulin in the
presence of high [Ca®].. In conclusion, these results reveal that thrombin-
stimulated Ca?* entry and aggregation in human platelets are dynamically
regulated by the levels of Ca** and IP; via interaction between calmodulin or
IP;Rs with the CIRB domain in TRPC6 channels.
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CONCLUSIONES

Las balsas lipidicas son importantes para la entrada capacitativa de
cationes divalentes, debido al papel de las mismas en la asociacién entre
Orai1, STIM1 y las subunidades TRPC1 y TRPC6.

La rotura de las balsas lipidicas tiene importancia para la activacién de la
entrada capacitativa de calcio, reduciendo la asociacion entre las proteinas
implicadas en la misma; pero no en el mantenimiento, en el que se
aumenta la disociacién entre Orai1 y TRPC6 y por tanto la via no

capacitativa.

Las balsas lipidicas son esenciales para la interaccion entre Orai1 y STIM1

de la membrana, que acttia como un sensor extracelular de Ca?".

El citoesqueleto tiene un importante papel en la regulacién de la entrada
capacitativa de Ca®, a través de la regulaciéon de la interaccidon entre
STIM1 y Orai1 o TRPCA1.

El citoesqueleto de actina sostiene la asociacion de calmodulina con los
canales de Ca?" de la membrana, lo cual actia como elemento regulador

de la entrada capacitativa de Ca*".

La entrada de Ca®" estimulada por trombina, asi como la agregacion
plaquetaria, estan reguladas por las concentraciones de Ca* o de IP;, a
través de la interaccion de la calmodulina o de los IP;Rs con el dominio
CIRB de TRPCS6.

189






Conclusions

CONCLUSIONS

Lipid rafts are important for capacitative divalent cation entry, due to the
role of these rafts in the association between Orai1, STIM1 and the TRPC1
and TRPC6 subunits.

Disruption of lipid rafts is important for the activation of store-operated Ca®*
entry, reducing the association between the proteins involved in this
mechanism; but not for the maintenance, which increases the dissociation

between Orai1 and TRPC6 and thus the non-capacitative pathway.

Lipid rafts are essential for the interaction between Orai1 and PM-resident

STIM1, which acts as a sensor of extracellular Ca®* concentration.

Cytoskeleton plays an important role in the regulation of store-operated
Ca?" entry, through the regulation of the interaction between STIM1 and
Orai1 or TRPCH1.

Actin cytoskeleton supports the association of calmodulin with the Ca®*
channels in the plasma membrane, which acts as a regulator element of

store-operated Ca®* entry.
Thrombin-stimulated Ca®* entry, as well as aggregation in human platelets,

are regulated by Ca?" and IP; levels via interaction of calmodulin or IP;Rs
with the TRPC6 CIRB domain.
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