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Abreviaturas

Abreviaturas:

2-APB: 2-aminoetildifenilo borato.
AC8: Adenilato ciclasa 8.

ACD: Solucién de acido citrico
dextrosa.

ADP: Adenosin dinucleétido fosfato.
AKAP79: A kinase anchoring protein
79.

AMP_: Adenosin monofosfato ciclico.
ATP: Adenosin trinucledtido fosfato.
BRAC gene: Breast Cancer gene. Gen
del cancer de mama.

BrdU: 5-bromo-2-deoxiuridina.

BSA: Albumina de suero fetal.

CaM: Calmodulina.

Cay: Canales de Ca** dependientes de
voltaje

CC: Dominios coil coil.

CRACR2A: Ca”* Release Activated
Channel Regulator 2A. Regulador de
los canales activados por la liberacion
de Ca® 2A.

CTID: C-terminal inhibitory domain.
Dominio inhibitorio del extremo
carboxilo.

DAG: Diacilglicerol.

DMEM: Medio Eagle modificado de
Dulbecco.

ECC: Entrada capacitativa de Ca™".
EFHB: EF-hand domain family
member B.

EMT: Transicién epitelio-
mesenquimal.

ER: receptor de estrégenos.

ER+: positivo para el receptor
estrogénico

ERK: Cinasa regulada por sefales
extracelulares.

ETON: Extended TM Orail NH2-
terminal. Extensidn de la regién
transmembrana amino terminal de
Orail.

FAK: Cinasa de adhesién focal.

FCDI: Fast Ca®* dependent
inactivation. Inactivacion rapida
dependiente de Ca*".

FLNA: Filamina A.

FURA-2/AM: fura-2 acetoximetiléster.
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FVW: Factor de von Willebrand.
HBS: Tampdn Hepes salino.

HER2: Receptor del factor de
crecimiento epidermal humano 2.
HIF1a: Factor inducible por hipoxia
la.

lcrac: Calcium Released Activated
Current. Corriente activada por la
liberacién de Ca”*.

IP3: Inositol 1,4,5 trifosfato.

IP3R: Receptores de IPs.

Isoc. Store Operated Ca®* Current.
Corriente de Ca** operada por los
depdsitos.

K4: Constante de disociacion.

K,: Canales de K" dependientes de
voltaje.

MCU: Uniportador de Ca**
mitocondrial.

MEM: Medio minimo esencial.
NAADP: Nicotinato de adenina
dinucleotido fosfato.

NADH: Nicotinamida adenina
dinucleotido.

NCKX: Intercambiadores Na*-Ca**
dependiente de K".

NCLX: Intercambiador mitocondrial
Na*/Ca?*/Li*.

NCX: Intercambiadores Na*/Ca®* de la
membrana plasmatica.

NFAT: Factor nuclear de las células T
activadas.

NF-kB: Factor nuclear kappa B.
NOS: Especies reactivas de nitrégeno.
OASF: Orai activating Small Fragment,
Fragmento pequefio activador de
Orai.

P2X: Receptores ionotroéficos
activados por ATP.

PAR: Receptores activados por
proteasas.

PBS: Tampon fosfato salino.

PI3K: Fofatidilinositol 3 cinasa.
PINK1: Cinasa putativa inducida por
PTEN.

PIP,: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato.
PKA: Cinasa dependiente de AMP,.
PKC: Cinasa dependiente de Ca*".
PLA,: Fosfolipasa A,.
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PLC: Fosfolipasa C.

PMCA: Bomba ATPasa de Ca’*de la
membrana plasmatica.

PR: Receptor de la progesterona.
PRP: Plasma rico en plaquetas.
R-CEPIAler: Calcium-measuring
organelle-Entrapped Protein
IndicAtor1 ER.

RE: Reticulo endoplasmico.

ROCE: Entrada de Ca** operados por
receptor.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.
RYR: Receptores de rianodina.
SAM: Dominio alfa estéril.

SARAF: Store-operated ca** entry
associated regulatory factor. Factor
regulatorio asociado a la entrada de
Ca’* operada por los depdésitos.
SCDI: Slow Ca”®* Dependent
inactivation. Inactivacién lenta
dependendiente de Ca”*.

SERCA: Bomba ATPasa de Ca** del
reticulo sarco/endoplasmico.
shARN: ARN de horquilla pequefio.
SIK3: Salt inducible kinase 3.
Cinasa activada por sal 3.

siARN: ARN interferente pequefio.
SMOCE: Entrada de Ca** operados por
segundo mensajero.

SOAR: STIM-Orai Activating Region,
Regidn de STIM activadora de Orai.
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SOCE: Entrada de Ca** operados por
los depdsitos.

SPCA: Bomba ATPasa de Ca** de la via
secretora.

STIM: Stromal Interacting Molecule.
STIMATE: STIM Activating Enhancer.
Promotor de la activacidn de STIM.
TG: Tapsigargina.

TGFp: Factor de crecimiento
transformante B.

TMBIM: Transmembrane BAX
inhibitor motif-containing.

TMCO: Transmembrane and Coiled-
Coil Domains.

TPC: Two pore channels. Canales de
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TRP: Transient Receptor Potential
cannel. Canal de potencial receptor
transitorio.

TRPC: TRP candnico.

TRPC6dn: Dominante negativo del
TRPC6.

TRPML: TRP mucolipinico.

TXA,: Tromboxano A,.

UPR: Unfolded Protein Response,
Respuesta contra las proteinas no
plegadas.

VDAC: Canales anidnicos
dependientes de voltaje.

VOCE: Entrada de Ca”* operados por
voltaje.
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1 Resumen:

El ion calcio (Ca*) es un segundo mensajero intracelular que se encuentra distribuido de
forma ubicua, siendo empleado en la sefalizacion de una amplia variedad de procesos
celulares. Para habilitar esta funcién, la célula ejerce un estricto control de la concentracion
de Ca** ([Ca%"]) citosdlica a través de la actividad de intercambiadores y bombas ATPasas.
Durante el reposo, estos agentes transportan Ca’* hacia los depdsitos intracelulares y el
medio extracelular, funcién que restringe la [Ca®'] citosdlica en el orden nanomolar vy
mantiene un gradiente de concentracion entre estos compartimentos. Tras la unién de un
agonista a su receptor, una amplia variedad de mecanismos de senalizacion dependientes
de Ca** son implementados con el objetivo de mediar los diferentes procesos celulares.
Estas senales serdn generadas por la coordinacién de dos eventos intimamente
relacionados: la liberacion de Ca®* desde los depdsitos intracelulares, mayoritariamente
constituidos por el reticulo endoplasmico (RE), y la entrada de Ca®" desde el medio
extracelular. La entrada capacitativa de Ca** (ECC), descrita en 1986 por Jim Putney, integra
ambos eventos al promover una corriente de entrada de Ca’* activada por el vaciamiento de
los depdsitos intracelulares. Dentro de la maquinaria proteica de este mecanismo, la familia
de proteinas STIM controla la [Ca%"] reticular y activa la apertura de los canales capacitativos
tras el vaciamiento de Ca®* del reticulo. Estos canales se forman por la asociacion
heterohexamérica de los tres miembros de la familia de proteinas Orai. Paralelamente,
algunos autores describen a los miembros de la familia de proteinas TRPC como mediadores
de una corriente capacitativa alternativa, la cual estaria subordinada a la activacion previa
de los canales Orai y complementaria este mecanismo de sefializacion en algunos modelos

celulares.

La ECC juega un papel crucial en la fisiologia celular ya que controla procesos como la
secrecién y la proliferacion celular, la agregacidn plaquetaria, la respuesta inmunolégica o la
contractibilidad del tejido muscular entre otros. Debido a su caracter transversal, es facil
imaginar cémo las alteraciones de los mecanismos de activacion, mantenimiento o
inactivacion de la ECC pueden conducir a la aparicion de procesos patoldgicos.

Consecuentemente, mutaciones en las proteinas STIM y Orai, o la modificacién de la
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expresion de estas se han relacionado con el desarrollo de miopatias, trastornos de
inmunodeficiencia, enfermedades cardiacas, alteracién de la funcién plaquetaria y cambios
fenotipicos que promueven la aparicién y desarrollo del cdncer. En plaquetas, la ECC esta
implicada en el proceso de coagulacion, siendo especialmente relevante durante la
activacion de la misma. Mutaciones en STIM1, que determinan el aumento de la actividad
basal de esta proteina y una entrada de Ca’* excesiva, son responsables de la aparicion de
los sindromes de Stormorken y York. En plaquetas, estas mutaciones determinan su
preactivacion, la incapacidad para acumular Ca’* en los granulos densos, la trombocitopenia
y la alteracidn del proceso de hemostasia. Estas evidencias apoyan el papel de la ECC en Ila
fisiologia plaquetaria y destacan su importancia en el desarrollo de las enfermedades
trombéticas. Paralelamente, multitud de estudios han descrito el vinculo entre la ECC y los
eventos caracteristicos del cdncer, siendo la activacién o reprogramacion de este
mecanismo de gran importancia para el control de los procesos de proliferacién, migracion,
metdstasis o angiogénesis de las células cancerosas. En cancer de mama, la ECC, y
especialmente los canales Orai, han sido propuestos como dianas para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas, siendo de especial interés aquellos agentes capaces de
modular la actividad de este canal. Recientemente, nuestro grupo ha descrito a la proteina
TRPC6 como un agente capaz de modular los procesos de proliferaciéon y migracion en las
células de cancer de mama triple negativo y en células positivas para el receptor
estrogénico, rol que es implementado a través de la regulacidn de la actividad de los canales

Orai en estas células.

Teniendo en consideracidn tales antecedentes, el presente documento resume los estudios
llevados a cabo durante el desarrollo del proyecto de tesis, siendo los mismos llevados a
cabo durante el periodo 2017-2021 en el departamento de Fisiologia de la Facultad de
Veterinaria. Trabajo que ha sido tutorizado y dirigido por D. Juan A. Rosado Dionisio y D.
Jose J. Lopez Barba, con el fin de ampliar nuestro conocimiento sobre el mecanismo de ECC
y su implicacidn en la fisiopatologia del cancer de mama. Brevemente, nuestros esfuerzos se
han dirigido a identificar el papel regulador de la filamina A y la adenilato ciclasa 8 en el
mecanismo de ECC en plaquetas y células de cdncer de mama triple negativo.
Adicionalmente, nos propusimos expandir nuestro conocimiento sobre el papel de las

proteinas STIM2 y TRPC6 en la homeostasis del Ca®** de las células de cancer de mama
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caracterizadas como positivas para el receptor de estrégenos. Por todo ello, la presente
tesis doctoral ha sido titulada “Estudio de la homeostasis del calcio intracelular en las células
de cancer de mama”. Tesis que sometemos a la valoracion del Tribunal Evaluador con el

propdsito de optar a la distincién de Doctor por la Universidad de Extremadura.
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1 Summary:

Calcium (Ca®) is a ubiquitous second messenger that controls a myriad of cellular functions.
To enable this role, cytosolic Ca** concentration is maintained in the nanomolar range
thanks to the activity of Ca’* ATPases and exchangers. At resting, these proteins transport
cytosolic Ca®* ions into the intracellular organelles or extrude them to the extracellular
medium, maintaining an electrochemical gradient between these compartments. Upon cell
stimulation, a wide diversity of Ca®* signals take place in order to control the programmed
cellular events. These signals are generated by the coordination of two mechanisms: Firstly,
Ca** release from the endoplasmic reticulum, which represents the main intracellular store;
and secondly, the entry of Ca’*ions from the extracellular space. Store Operated ca® Entry
(SOCE), first described by Jim Putney in 1986, merge these events by stablishing a
mechanism for Ca®* entry that is controlled by the filling state of the intracellular Ca®*
stores. The STIM family of proteins control SOCE by sensing the reticular Ca’* concentration
and opening capacitative channels after Ca** store depletion. These channels have been
described as heterohexameric structures formed by the assembly of Orai proteins.
Additionally, several authors have reported the ability of some TRPC family members to
conduct an alternative store operated current. Such efforts reported the earlier involvement
of Orai channels as a key factor for TRPC channel activation, describing the TRPC current as

an auxiliary SOCE mechanism in some cellular models.

SOCE plays a major role in cell physiology by controlling crucial processes such as cell
secretion and proliferation, platelet aggregation, immune response, or muscle cell
contractibility among others. Given this relevance, it is easy to predict that those factors
that impair SOCE activation, maintenance, or inactivation might lead to a pathophysiological
phenotype. Some STIM and Orai gene mutations, or the modification of their protein
expression have been reported to lead a variety of human disorders, including myopathy,
immunodeficiency, cardiac diseases, altered platelet function and phenotype changes that
promote cancer development and progression. In platelets, SOCE is a crucial signalling event
that controls the initial stages of haemostasis. STIM1 missense mutations, which cause the
constitutive activation of this protein and an excessive Ca® entry are responsible for

Stormorken and York syndromes. Both conditions are characterized by premature platelet
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activation, deficient platelet calcium storage in delta granules, thrombocytopenia and
bleeding disorders; facts that emphasize the relevance of SOCE in platelet physiology and its
role in the development of thrombotic disorders. Additionally, numerous studies have
proposed the link between SOCE and some cancer hallmarks, stablishing SOCE activation
and remodelling as key events for the development of cancer cell proliferation, migration,
metastasis or angiogenesis. Concerning breast cancer, SOCE and mainly Orai channels have
been proposed as additional targets for the development of new therapeutic approaches,
being of great interest those agents capable of modifying Orai channel activity. Recently, our
group have described how TRPC6 is able to modulate the migratory and proliferative
capacity of triple negative and estrogen receptor positive breast cancer cells, role that is

accomplish by regulating Orai channel activity in these cells.

Taking this background into consideration, the present document summarizes the
experimental designs launched in order to complete our thesis project. This researching
work has been conducted in the Department of Physiology in the Faculty of Veterinary
Medicine, during the period 2017-2021, under the supervision of D. Juan A. Rosado Dionisio
and D. Jose J. Lopez Barba. As a main goal, this thesis is willing to expand our understanding
of SOCE and its implications in the physiopathology of breast cancer cells. Briefly, our efforts
have tried to identify the regulatory role of filamin A and adenylyl cyclase 8 in the
capacitative Ca’’ entry observed in platelets and triple negative breast cancer cells.
Additionally, we delve into the role of TRPC6 and STIM2 in the Ca’" homeostasis of estrogen
receptor positive breast cancer cells. Therefore, we have entitled the present thesis “Study
of the intracellular Ca** homeostasis in breast cancer cells”, which is submitted for
consideration by the Evaluation Tribunal with the aim to obtain the degree of Doctor by the

University of Extremadura.
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2 Antecedentes bibliograficos:

2.1 Homeostasis del Ca**:

Los mecanismos de sefializacién celular basados en el Ca®* son una herramienta que se
caracterizada por su universalidad y gran versatilidad, permitiendo a la célula el control de
una gran variedad de procesos, incluyendo desde el desarrollo embrionario hasta la muerte
celular. La incorporacidn de este ion a los distintos mecanismos de seializacién es posible
gracias a un complejo sistema celular que disena la amplitud, frecuencia y caracteristicas
espaciotemporales de las sefiales de Ca*. Al contrario que otros sistemas de sefializacidn
celular, el Ca** no se genera a partir de una reacciéon enzimética ni es degradado a un
metabolito inactivo, sino que es la propia célula la que transporta el Ca2+generando cambios
espaciotemporales en la concentracién de Ca®* citoplasmatica, y es el propio gradiente de
concentracion el que induce la entrada de iones al citoplasma al producirse la apertura de
canales permeables para Ca?* [1]. Esta propiedad impone una estricta regulaciéon de la
concentracion de Ca®* en el medio intracelular, observandose valores cercanos a 100 nM en
el citoplasma de las células en reposo, concentracién unas 20,000 veces menor a la que

encontramos en el medio extracelular.

Al ser estimuladas por agonistas, o por algun estimulo fisicos, uno de los principales
mecanismos de transduccidn de estos eventos consiste en generar incrementos en la [Ca2+]
citosdlica, elevaciones que se alcanzan gracias a la entrada de Ca’* desde el espacio
extracelular o su liberacidn desde los depésitos intracelulares, principalmente constituidos
por el reticulo endoplasmico (RE). Las caracteristicas del RE pueden variar mucho en funcién
del modelo celular estudiado; en consecuencia, la concentracién intrareticular de Ca*'
puede oscilar desde valores de 21 uM hasta 2 mM. Por ultimo, los mecanismos encargados
de bombear Ca®" al RE y al exterior celular devuelven la [Ca®'] citosdlica a su valor de reposo,
proceso que perfila las sefiales de ca* y determina el desarrollo de olas, picos y sefales

oscilatorias.
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2.1.1 Mecanismos que reducen la concentracién de Ca** citosdlica:

La homeostasis del Ca’* implica la participacién de un complejo sistema molecular
encargado de regular la [Ca®"] citosdlica. ATPasas e intercambiadores de Ca®* ejercen un
fuerte control sobre la [Ca®"] citosdlica en reposo y participan en la recuperacion del estado
basal tras los procesos de sefializaciéon, evitando, con su actividad, sobrecargas de ca® y la

activaciéon de mecanismos apoptadticos.

. . .z 2 . e
Figura 1. Mecanismos que reducen la concentracién de Ca** citosélica.

ATPasa de Ca** de la membrana plasmadtica (PMCA): Aunque posteriormente se ha descrito

su presencia de forma ubicua, fue identificada inicialmente por Schatzmann como una
ATPasa capaz de bombear Ca®* fuera de los eritrocitos [2]. La PMCA estd conformada por
diez dominios transmembrana, encontrandose los extremos N y C terminal en la cara
citosdlica. La mayoria de los dominios reguladores de la actividad de la PMCA se encuentran
en su extremo C terminal, donde destacan las zonas de interacciéon con fosfolipidos,
proteina cinasa C (PKC), proteina cinasa A (PKA) y calmodulina (CaM). CaM se ha descrito

como el activador principal de la PMCA, desbloqueando en el proceso de activacién el
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dominio autoinhibitorio del segmento C terminal [3], [4]. En mamiferos existen 4 isoformas
de PMCA (PMCA1-PMCAA4), las cuales presentan cierta similitud estructural y una expresion
variable: PMCA1 y PMCA4 son ubicuas, desempafiando una funciéon protectora. Por el
contrario, PMCA2 y PMCA3 se encuentran restringidas a células excitables, albergando el
sistema nervioso central una gran expresion de estas. Otro factor diferenciador entre las
isoformas es su sensibilidad a CaM y sus propiedades cinéticas. PMCA2 y PMCA3 son
denominadas isoformas rapidas debido a su alta actividad basal y su mayor afinidad para
CaM (K4 2-4 y 8 nM, respectivamente). Por el contrario, PMCA1 y PMCA4 tienen una cinética

mas lenta, incluso bajo una fuerte estimulacidn [5], [6].

ATPasa de Ca*' del reticulo sarco/endopldsmico (SERCA): proteina con una masa molecular

de 110 kDa y una estructura similar a la PMCA, capaz de transportar Ca* al interior del
reticulo sarco/endopldsmico. En mamiferos se ha descrito la presencia de 3 isoformas
(SERCA1-SERCA3), aunque debido a modificaciones postraduccionales se dan forma a 10
variantes diferentes [7]. La expresidon de estos subtipos varia segun el tejido analizado,
pudiendo observarse cambios durante los procesos de desarrollo. Ejemplo de este proceso
es la isoforma SERCAL, la cual esta presente tanto en el misculo esquelético de contraccién
rapida como en el de contraccién lenta. En etapas prenatales la variante SERCAlb es
expresada predominantemente, siendo totalmente sustituida por el subtipo SERCAla
durante la edad adulta [8]. También se han descrito dos variantes de SERCA2: SERCA2a se
encuentra en el tejido muscular esquelético de contraccién lenta y en el tejido muscular
cardiaco, mediando en este ultimo los procesos de contraccidén/relajacion; SERCA2b, por el
contrario, se expresa de forma ubicua y representa la variante mas comun [9], [10]. Existen
6 posibles variantes de SERCA3 en humanos (SERCA3a-SERCA3f); sin embargo, nuestro
conocimiento sobre su estructura y funcidn es escaso debido a la complejidad de los
procesos de splicing alternativo que dan lugar a las diferentes isoformas. Aunque existe una
gran similitud estructural entre las diferentes variantes de SERCA, la afinidad por el Ca**y las
propiedades cinéticas de las mismas no son homogéneas y suelen ajustarse a los
requerimientos de los tejidos en los que se hospedan. Como ejemplo, SERCA2a tiene una
menor afinidad por el ca* y una mayor velocidad que SERCA2b, satisfaciendo los
requerimientos del musculo cardiaco en contraposicion a la funcidon protectora universal
desarrollada por SERCA2b [11].

24



Antecedentes bibliograficos

ATPasa de Ca®* de la via secretora (SPCA): Miembro de la subfamilia P2A, muestra cierta

similitud con SERCA; sin embargo, ademas de presentar una alta especificidad para Ca™,
destaca por su gran afinidad por iones Mn*". Estructuralmente, las bombas SPCA estan
compuestas por 10 dominios transmembrana y localizan los extremos amino y carboxilo
terminales en la regidn citosodlica, albergando en estas regiones varios dominios cruciales
para el transporte de iones, asemejandose a la estructura de SERCA [12]. Ejemplo de esta
regulacion es la programacion de la orientacion y la selectividad de transporte de SPCA,
caracteristicas que son controladas por dominios localizados en las regiones amino terminal
y transmembrana. La funcién de las bombas SPCA previene la sobrecarga de iones Ca® y
Mn?%*, evitando la citotoxicidad asociada a este evento; al mismo tiempo, mantiene el aporte
de iones Mn®" al lumen del aparato de Golgi, respaldando la funciéon de las enzimas
glucotransferasas y sulfotransferasas [13], [14]. En humanos, se han identificado 2 isoformas
de SPCA (SPCA1 y SPCA2), las cuales son codificadas por los genes ATP2C1 y ATP2C2
respectivamente [12]. Ambas isoformas exhiben diferentes patrones de expresion y
distribucién en los tejidos, SPCA1 se expresa de forma ubicua en los tejidos de mamiferos
[15], mientras que la expresion de SPCA2 se encuentra acotada a los sistemas
genitourinario, gastrointestinal y respiratorio, asi como a las glandulas mamarias y salivales
[16], [17]. Recientemente, se ha descrito la formacion de 4 variantes de la isoforma SPCA1
generadas por splicing alternativo. Estas variantes presentarian diferentes extremos
carboxilos, variando en longitud y secuencia. No obstante, las diferencias funcionales entre

estas variantes son aun desconocidas [18].

Uniportador de Ca** mitocondrial (MCU): La entrada de Ca** a la matriz mitocondrial es un

evento de vital importancia en la sintesis de moléculas de alta energia. Tras la activacién de
IP3R, se produce una inundacién de la matriz mitocondrial de Ca’' citosolico. Para alcanzar
. . 2+ . . . ope
esta regidn, los iones Ca”" deben atravesar la membrana mitocondrial exterior utilizando los
canales anidnicos dependientes de voltaje (VDAC). Una vez en el espacio intermembranoso,
2 . .. . . .
el Ca®" accede a la matriz utilizando el MCU, siendo impulsado por un potencial de
membrana mitocondrial altamente negativo. Estos canales estan formados por una proteina
de 40 kDa que forma dos regiones transmembranas conectadas por un bucle, localizando

los extremos amino y carboxilo en la matriz mitocondrial [19], [20]. El MCU se caracteriza
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por desarrollar una corriente con cardcter rectificador interno y con una alta selectividad
para Ca’* [21]. Ademas de la proteina MCU, estos canales estan conformados por un
macrocomplejo donde destacan otras proteinas como MICU y EMRE. MICU es una proteina
gue se localiza anexa a MCU y presenta un dominio EF-hand en su secuencia. Este dominio
le permite detectar la [Ca®"] en las inmediaciones del poro y desencadenar la apertura del
canal cuando se produzcan elevaciones de la [Ca®'] en su entorno [22]-[24]. EMRE es una
pequeiia proteina de 10 kDa con un dominio transmembrana que se localiza en la
membrana mitocondrial interna. La actividad de EMRE es esencial para la corriente de Ca®
mediada por los canales MCU, ya que lidera la asociacion entre las proteinas MICU y MCU
[25]. La importancia de la corriente de calcio mediada por MCU radica en el efecto del ca®
sobre la maquinaria mitocondrial. Enzimas como la piruvato deshidrogenasa, la A-
cetoglutarato deshidrogenasa o la isocitrato deshidrogenasa son activadas por el Ca?* de
forma directa o a través de fosfatasas dependientes de Ca’*. Al ser activadas, estas
deshidrogenasas aumentardn la produccién de NADH y el suministro de electrones a la
cadena de transporte de electrones, respaldando en ultima instancia la produccion de ATP

[26], [27].

Intercambiadores Na‘/Ca** de la membrana plasmaética (NCX): Transportadores capaces de

asociar el flujo opuesto de un ion ca® y tres iones Na* a través de la membrana plasmatica.
Las proteinas NCX estan conformadas por 10 segmentos transmembrana y un segmento
citosodlico localizado entre la quinta y sexta hélice transmembrana [28]. Dentro de esta
region citosdlica, denominada f-loop, se encuentran los dominios regulatorios de unidn a
ca® y de unién a Na*, habiéndose descrito dos para el primero (CBD1 y CBD2), pero siendo
aun desconocido el numero y localizacién de los residuos regulatorios de unién a Na* [29]-
[31]. La actividad de los NCX tiene caracter electrogénico debido al transporte desigual de
cargas a ambos lados de la membrana, generando un flujo neto de una carga positiva por
ciclo. De forma predominante, los NCX operan expulsando Ca®" e introduciendo Na* en el
citosol; pero en determinadas condiciones, las elevaciones puntuales de la concentracién de
Na® citosdlicas en el entorno del intercambiador determinan la reprogramacion de los NCX
en pocos milisegundos y la ejecucién del transporte inverso, introduciendo ca* y
expulsando Na* [32]. Debido a que la capacidad de transporte de los NCX es relativamente

alta, los elementos que regulan su actividad afectan de forma inmediata a los procesos de
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sefializacion dependientes de ca® y Na®, habiendose descrito su influencia sobre los
procesos de excitacién-contraccion, transporte de neurotransmisores o produccidon de
energia por la mitocondria entre otros [33]—[36]. Existen tres variantes de transportador
NCX en mamiferos (NCX1, NCX2 y NCX3), las cuales son codificadas por tres genes
designados de forma homologa. La expresion de estas variantes esta asociada a
determinados tejidos; sin embargo, los procesos de splicing alternativo de las variantes
NCX1 Y NCX3 permiten a las células configurar las propiedades de estos intercambiadores
en funcién a los requerimientos celulares especificos: NCX1 es expresado de forma ubicua,
NCX2 estd presente en el cerebro y medula espinal y NCX3 es expresado en el cerebro y en

el tejido muscular esquelético de forma predominante [28], [37], [38].

Intercambiadores Na* - Ca®* dependiente de K* (NCKX): El genoma humano alberga 5 genes

gue codifican un numero igual de transportadores NCKX. Estructuralmente muy similares a
los NCX, los NCKX también presentan 10 dominios transmembrana y un loop intracelular
localizado entre el quinto y sexto dominio transmembrana. Al realizar un ciclo, los NCKX
intercambian cuatro iones Na* por un ion Ca®" y un ion K, siendo predominante durante el
reposo la introduccién de Na*y la expulsion de Ca** y K* [39]. Al igual que los NCX, los NCKX
también invierten el sentido del transporte al producirse la despolarizacién celular. Sin
embargo, esta inversién solo se produce con cambios extremos en el potencial de
membrana o en el gradiente idnico, continuando con la extrusién de Ca®* bajo una amplia
variedad de condiciones [40]. La actividad de los canales NCKX estd involucrada en los
procesos de aprendizaje y memoria motriz, visién, olfaccién, formacidn de los dientes o la

pigmentacion del pelo y piel entre otros [41]-[46].

La relacién entre PMCA/SERCA/SPCA vy los intercambiadores de Ca’" es esencialmente
complementaria. Todos estos agentes en cierta medida son relevantes a la hora de dar
forma a las sefiales de Ca”; sin embargo, son principalmente los intercambiadores NCKX y
NCX, con su mayor capacidad y menor especificidad, los responsables de realizar esta
funcioén. Por su parte, PMCA y SERCA se caracterizan por una gran especificidad pero una
baja capacidad, caracteristicas que son idéneas para mantener el gradiente de reposo

durante largos periodos [47].
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2.1.2 Mecanismos que aumentan la concentracion citosdlica de Ca*:
Como ya hemos visto, estos mecanismos pueden dividirse a su vez en aquellos que
promueven la entrada de Ca”* desde el medio extracelular y aquellos que produce su

liberacion desde los depésitos internos.

Liberacién de los depsitos intracelulares de Ca**:

En células no excitables, los mecanismos de sefializacion dependientes de Ca’* suelen ser
precedidos de la activacidon de un receptor acoplado a proteina G o un receptor tirosina
cinasa, los cuales promueven la actividad de la fosfolipasa C (PLC). La PLC degrada el
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato en inositol 1,4,5 trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG), dos
segundos mensajeros intracelulares. El DAG prolonga la cascada de sefalizacién activando
mayoritariamente la PKC, aunque también realiza ciertas funciones de forma independiente
a esta. De forma paralela, el IP3 se une a receptores especificos en la membrana del reticulo
endoplasmico libera los depdsitos reticulares de calcio interaccionando con su receptor
reticular, que ejerce a su vez como canal de fuga [48]. El IP3 juega un papel fundamental en
el desarrollo de las olas y oscilaciones de Ca?* inducidas por agonistas, habiéndose descrito

una interdependencia entre las fluctuaciones de ambos elementos.

Receptores de IP; (IP3R). descritos por primera vez por Furuichi en 1989, constituyen canales

de Ca’' localizados en la membrana del RE [49]. Adem3ds del IP3, factores como la [Ca2+]

citosdlica e intraluminal, el pH, el ATP, iones Mg2+, el estado oxidativo, o la fosforilacion de
ciertos residuos también controlan la actividad de estos canales. De forma paralela, se han
descrito multitud de proteinas asociadas a los IP3R capaces de regular su localizacién vy
actividad [50]—[52]. Dentro de la familia de proteinas IP3R se han descrito tres isoformas
(IP3sR1, IP3R2 e IP3R3), las cuales son codificadas por los genes ITPR1, ITPR2 y ITPR3
respectivamente. Aunque estas isoformas presentan una homologia en su secuencia
cercana al 75%, la heterogeneidad del resto de regiones permite establecer diferencias en la
regulacidn por parte de otros agentes, asi como en la sensibilidad para el IP; (siendo el IP3R2
el mds sensible, seguido por el IP3R1 y IP3R3 de forma consecutiva) [51], [53]-[56]. Los
canales IP3R son constituidos por la combinacién de cuatro subunidades, con un tamano

aproximado de 300 kDa por cada subunidad, y pudiendo establecerse multitud de
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combinaciones diferentes gracias a la asociacion de las tres isoformas y sus variantes
modificadas [57]. La combinacién de las diferentes isoformas forma complejos con
propiedades Unicas, modificando su sensibilidad para IP; ATP y Ca’?* [58]. Analizando la
secuencia de cada subunidad, es posible distinguir los siguientes dominios: el dominio N
terminal, el cual permite la asociacidn con otros elementos y determina la afinidad para IP3;
el dominio central de unién a IP3, constituido por 6 hélices transmembrana y responsable de
conformar el canal; y el dominio C terminal, encargado de salvaguardar el poro [59]. La
expresion del IP3R es ubicua, ya que virtualmente todos los tipos celulares cuentan con al
menos una isoforma, llegando en algunos tipos a expresar las tres. Mientras que IP3R1 es la
forma predominante en una gran variedad de tejidos, la expresion del IP3sR2 e IP3R3 solo
predomina en tejidos muy concretos, como es el caso del tejido muscular cardiaco y el
noédulo sinoatrial para IP3R2, y las células epiteliales formadoras de los colangiolos para el

IP3R3 [60]-[62].
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Figura 2. Agentes responsables de la liberacion de los depésitos intracelulares de ca™.

Receptores de Rianodina (RyR): miembros de la misma familia que los IP3R, ambos canales

comparten multitud de similitudes en su estructura, localizacién y funcién. El canal RyR esta
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compuesto por un homotetramero con un peso molecular de 565 kDa por cada subunidad
[63]. Estos canales han sufrido un proceso de especializacion por el que forman parte de la
maquinaria celular responsable del proceso de excitacién-contraccidon del musculo estriado.
En reposo, cuando la [Ca?"] citosdlica se encuentra en torno a 100-200 nM, los RyR se
encuentran cerrados y establecen varias uniones con iones Ca”*, interacciones gue aumenta
la probabilidad de apertura del mismo [64]. Los RyR son activados por rianodina (a
concentraciones inferiores a 10mM), cafeina, ADP ribosa ciclica y por Ca* (a
concentraciones menores a 1 mM). Existen tres subtipos de RyR en mamiferos, RyR1 y RyR2
son necesarios para el proceso de excitacion-contraccién del musculo esquelético y cardiaco
respectivamente [65], [66]. Durante el desarrollo, estas isoformas desempefan ciertas
funciones en tejidos no musculares, donde su actividad es regulada por la accion de diversas
hormonas [67]-[70]. RyR3 se identificd inicialmente en el cerebro y posteriormente se ha
descrito su presencia en una amplia variedad de tejidos [71]-[73]. Multitud de enzimas
regulan la apertura y actividad de los RyR vy las alteraciones en su actividad contribuye a
desordenes como la distrofia muscular, fallo cardiaco, arritmias y la disfuncién cognitiva

[74]-[78].

Los depdsitos acidicos, nombre que engloba al aparato de Golgi y organelas como
endosomas y lisosomas, constituyen un depdsito intracelular de Ca’* de notable
importancia, pudiendo albergar en su interior concentraciones de entre 30 y 300 uM [79]. Al
igual que el RE, los depdsitos acidicos expresan multitud de canales permeables a Ca*, los
cuales median una gran variedad de procesos de sefializacién dependientes de la

movilizacion de estos depdsitos de Ca”.

Canales TRP: los canales TRP se encuentran englobados dentro de la superfamilia de canales
idnicos independientes de voltaje. Presentan una estructura comun formada por 4
subunidades con seis segmentos transmembrana cada una [80]. El canal TRP mejor
caracterizado en los depésitos acidicos son los TRPML (TRP mucolipinico), los cuales
presentan 3 isoformas en vertebrados. No existe consenso sobre la permeabilidad, o sobre
el mecanismo de activaciéon de estos canales, habiéndose propuesto El NAADP o el PIP,
como posibles activadores. TRPML2 es la isoforma mejor caracterizada de este grupo y se

encuentra en una gran variedad de tejidos, siendo inicialmente localizada en la membrana
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plasmatica y posteriormente identificada en los depdsitos acidicos. La activacién de este
canal se produce por la accién conjunta de la ADP-ribosa y Ca®*, o por especies reactivas de
oxigeno o nitrogeno (ROS/NOS) [81]. La apertura de este poro, genera una corriente poco
selectiva para el calcio que interviene en la sefalizacion de procesos inflamatorios o de

secrecion, pudiendo en casos extremos inducir la muerte celular [81].

Two pore channels (TPC): miembros también de la superfamilia de canales idnicos

dependientes de voltaje, Los TPC presentan una estructura constituida Unicamente por dos
subunidades, albergando cada una 12 segmentos transmembrana organizados en tdndem
[82], [83]. Al igual que los TRP, los TPC se han descrito en el sistema endolisosomal,
existiendo algunas diferencias entre las dos isoformas descritas: mientras que la localizacion
de la isoforma TPC1 estd ampliamente distribuida, la isoforma TPC2 es predominante en los
lisosomas [84], [85]. Varios estudios han demostrado la selectividad de estos canales para el
Ca?* [86], aunque existe cierta controversia debido a que también se ha sugerido su posible
selectividad para el Na* o para H' [87], [88]. Debido a su selectividad para Ca** vy su
presencia en los depdsitos acidicos, los TPC se consideran los responsables de la
movilizacién de Ca®* mediada por NAADP, aunque la presencia de una proteina de unidén a
NAADP de forma intermedia sea mds que probable [84], [85], [89]. La activacion,
selectividad y otras caracteristicas de los TPC suscitan multitud de dudas y generan mucha
incertidumbre entre la comunidad cientifica, siendo aun necesario esclarecer si elementos

como el PIP, o cambios en el voltaje puedan activar también estos canales [87], [90].

Receptores ionotrdpicos activados por ATP (P2X): permeables para Na'y Ca”, los canales

P2X son formados por la unién de tres mondmeros, los cuales constan de dos segmentos
transmembrana cada uno. Se han descrito siete miembros de la familia de proteinas P2X,
localizados inicialmente en la membrana plasmatica contribuyendo al desarrollo de las
sefiales purinérgicas [91]. Posteriormente, se ha descrito la presencia de un miembro de
esta familia, P2X4, en los lisosomas de una amplia variedad de tipos celulares [92], [93]. La
activacion de las variantes intracelulares de P2X genera multitud de incégnitas al presentar
los dominios de unién a ATP en el lumen de la organela. Esta disposicién podria justificarse
con el transporte de ATP al interior de las vacuolas, posibilitando que las variaciones en la

concentracion citosélica de ATP pudieran modular la actividad del canal.
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La mitocondria es un organulo celular de vital importancia debido a su rol en la sintesis de
ATP y a su implicacién en los procesos de sefalizacién dependientes de Ca’'. El papel de
esta estructura en la homeostasis del Ca’* es conocido desde antes a que se identificara el
RE como principal almacén interno. La capacidad de la mitocondria para almacenar calcio se
fundamenta en la sintesis de precipitados en la matriz mitocondrial, originados tras la
asociacion de fosfatos y el Ca®* mitocondrial (Cas(POa),). La [Ca®'] dentro de la mitocondria
puede variar desde valores cercanos a 0.1uM hasta el rango milimolar, esta variabilidad es
necesaria para garantizar la actividad bioenergética de la célula, adaptando la sintesis de
ATP a los estimulos generados por diversos agonistas [26], [27]. De forma paralela, la
mitocondria también interviene en la sefalizacidn de algunos procesos celulares como la

exocitosis, controlando la [Ca®'] en las inmediaciones de las vesiculas [94].

Intercambiador mitocondrial Na*/Ca®*/Li* (NCLX): el intercambiador de Ca* de Ia

mitocondria es una proteina de 60 kDa presente virtualmente en todos los tejidos. Por cada
ciclo completado, el NCLX elimina un ion Ca** de la matriz mitocondrial e introduce tres Na*
a la misma, siendo capaz de desarrollar 1000 ciclos por segundo. Al contrario que otros
miembros de la superfamilia NCX, que son regulados por la [Ca®'] citosdlica, la actividad de
NCLX no es influenciada por la [Ca2+] de la matriz mitocondrial. Varios estudios han
confirmado la capacidad de la cinasa inducida por PTEN (PINK1) para activar a la PKA y, a
través de esta, regular la actividad de los NCLX [95]—[97]. De forma paralela a los NCLX, los
intercambiadores Na*/H" de la mitocondria controlan el contenido de Na® en la misma,
siendo su actividad critica para mantener el gradiente de Na’ a través de la membrana
mitocondrial y por consiguiente la actividad de los NCLX. Los NCLX participan en multitud de
mecanismos de sefializaciéon y son de vital importancia para la comunicacion entre la
mitocondria y la membrana celular. La movilizacién de ca® producida por este
transportador media la secrecion de insulina en las células B pancreaticas, la secrecion de
neurotransmisores por los astrocitos o la plasticidad y desarrollo neuronal entre otros [98]-

[101].

. ~ e . .. 2 . .
Fuera de los mecanismos de sefializacion tradicional, el Ca* reticular experimenta fugas

pasivas de forma constante. Este proceso se observa de forma clara al utilizar inhibidores de
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la bomba SERCA, como la tapsigargina, que producen el vaciamiento pasivo del reticulo
endopldsmico, induciendo estrés reticular y la muerte celular. Algunos miembros de la
familia “Transmembrane BAX inhibitor motif-containing” (TMBIM) han sido descritos como
responsables de este proceso. La familia TMBIM esta compuesta por seis miembros y se
trata de proteinas implicadas en el control de la muerte celular [102]. Su estructura sugiere
la formacion de canales de fuga de Ca®' reticular sensibles a pH [103], [104]. Otros agentes,
como el complejo formado por el translocén, la proteina antiapoptotica BCL-2, las
presenilinas y una versién de SERCA truncada (SERCALT) han sido propuestos como
responsables de este escape de Ca®*, aunque hasta la fecha no estd claro su implicacion
[105]-[109]. Por ultimo, el RE cuenta con un sistema destinado a evitar las sobrecargas de
Ca’"y salvaguardar los procesos de sefializacion dependientes del mismo. Al aumentar de
forma descontrolada la concentracién de Ca?* reticular, cuatro unidades de la proteina
“Transmembrane And Coiled-Coil Domains 1” (TMCO1) homomerizan, formando un poro
qgue alivia esta sobrecarga y evita el desarrollo de alteraciones en la proteostasis y el

resultante estrés reticular [110].

Entrada de Ca®* desde el medio extracelular:

Como se ha descrito anteriormente, la estimulacién de la célula por agonistas produce la
liberacién de los depdsitos intracelulares de Ca**, el aumentando de [Ca®'] citoplasmatica y
la sefalizacidn de los procesos celulares. En determinadas ocasiones y debido a su caracter
finito, la movilizacién de Ca®* desde los depdsitos no es suficiente para satisfacer
elevaciones de la [Ca*'] mas intensas o sostenidas, requiriendo de la entrada de Ca’" desde
el medio extracelular. En la membrana plasmatica existen diferentes canales permeables a
Ca’* que presentan una amplia variedad de propiedades biofisicas. De acuerdo a su
mecanismo de activacidn, podemos diferenciar entre: canales activados por cambios en el
voltaje de la membrana, denominados canales operados por voltaje (VOCs); canales
activados por la unidn de un agonista a su receptor, siendo posible distinguir dentro de este
grupo entre los canales que desempeiian una funcién dual, tanto receptor como poro
(ROCs), y los canales activados por segundos mensajero (SMOCs); y por ultimo, canales

activados por el vaciamiento de los depésitos intracelulares de Ca** (SOCs)

33



Antecedentes bibliograficos

Figura 3. Mecanismos de entrada de Ca” desde el medio extracelular.

Entrada de Ca** operada por voltaje (VOCE):

El potencial de membrana de una célula refleja la desigual distribucién de los iones Na*, ClI"y
K" a través de la membrana plasmatica. Este gradiente idnico es generado por diversas
bombas y poros que determinan una permeabilidad concreta para cada ion. El potencial de
membrana juega un papel vital en procesos como la estimulaciéon celular, el transporte de
iones y nutrientes, o la transduccion de sefiales [111]. Los canales de Ca® dependientes de
voltaje transducen los cambios en el potencial de membrana permitiendo la entrada de ca®
durante breves periodos de tiempo y elevando la [Ca®'] citosdlica. La familia de canales de
ca® operados por voltaje estd formada por 10 miembros, los cuales se diferencian por la
subunidad ay, que sera la formadora del canal. Esta subunidad, que varia entre los 190 y 250
kDa, contiene también los dominios encargados de detectar los cambios en el voltaje y
dominios de unién a diversas drogas y moduladores. La subunidad a; se encuentra
acompafiada por una amplia variedad de subunidades accesorias, las cuales controlan la

localizacidon del canal, la estabilizacién del mismo en la membrana o, en algunos casos, la
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regulacion de su actividad [112]. Los diez miembros pueden agruparse en tres subfamilias:
La subfamilia de canales Cayl media procesos como el inicio de la contraccién y la secrecion,
regula la expresion de genes y participa en la integracion de la recepcion de sefales y
transmisidn sinaptica en neuronas y células sensoriales especializadas. La subfamilia de Cay2
interviene en la transmisidn del impulso en sinapsis rapidas. Y por ultimo, la subfamilia Cay3
participa en la ejecucion de seiales ritmicas en el miocardio o en las neuronas del talamo

[113].

Entrada de Ca** activada operada por receptor (ROCE) o segundo mensajero (SMOCE):

Como hemos visto anteriormente, la entrada de Ca** mediada por receptor puede dividirse
segun la funcionalidad del receptor en el proceso. Receptores ionotrépicos, localizados
comunmente en células secretoras, terminaciones nerviosas, musculo liso vascular o en el
lecho vascular, median la entrada de Ca** al interior celular de forma directa al ser activados
por agonistas. Algunos de estos agentes activadores son el ATP o ADP (agonistas de los
receptores purinérgicos P2X [114]), el glutamato (agonista de los receptores iGluRs), la
acetilcolina (agonista de los receptores nicotinicos ionotrépicos nAChRs [115]) y otros
neurotransmisores. En otros casos, la activacién de receptores metabotrdpicos habilita un
segundo mensajero que sera el responsable de la activacion del canal (SMOCE). Existe una
gran variedad de segundos mensajeros capaces de activar la entrada de Ca’* desde el medio
extracelular, pudiendo destacar los nucleétidos ciclicos, derivados de lipidos como el DAG,

el dcido araquiddnico y sus metabolitos, el mismo Ca’*, o la actividad de la PKC [116], [117].

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

entrada capacitativa de Ca** (ECC o SOCE):

El vaciamiento de los depdsitos intracelulares tras la activacién de los IP3R desencadena la
corriente de Ca®* desde el medio extracelular conocida como Entrada Capacitativa de Calcio
(ECC), o por su nombre en inglés Store-Operated Calcium Entry (SOCE). La ECC desempefia
una funcién dual, permitiendo el relleno de los depdsitos intracelulares y participando en los
mecanismos de sefializacidon intracelular [118], [119]. Originalmente, las caracteristicas
biofisicas de la ECC se describieron en mastocitos, donde se instaurd el termino lggac (del

inglés Calcium Released Activated Current) para definir una corriente altamente selectiva a
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Ca”*, con caracter rectificador interno y con un potencial de reversién cercano a los 60 mV
[120]. Posteriormente se ha continuado estudiando las caracteristicas de la corriente lcrac,
fruto de estos estudios conocemos el efecto inhibitorio sobre la corriente Icrac de bajas

concentraciones de lantanidos [121].

Desde que Putney describiera por primera vez la ECC en 1986, se ha desarrollado un intenso
debate cientifico acerca de los agentes responsables de este mecanismo de sefializacién. La
familia de canales TRPC se propuso inicialmente como la responsable de esta corriente,
hipdtesis fundamentada en la activacion de los canales TRPC tras la actividad de la PLC
[122]. La descripcién de las propiedades biofisicas y farmacolégicas de las corrientes
mediadas por los TRPC, que resultaron ser diferentes a las de la corriente Icrac, descartd a
esta familia de proteinas como responsables de la entrada de Ca’* descrita en mastocitos.
Muchos autores siguen apoyando el rol de la familia de canales TRPC en la ECC de algunos
modelos celulares, desarrollando una corriente capacitativa alternativa, la cual se ha
designado como Ispc menos selectiva para calcio y con una gran relevancia funcional [123]—
[125]. En 2005 y 2006 respectivamente, las proteinas STIM1 y Orail se describieron como
los agentes responsables de la ECC [126]—-[128]. STIM1 y su homdlogo STIM2 son capaces de
detectar variaciones en las [Ca%*] reticular y disparar la ECC cuando estas disminuyen. Para
activar la entrada de Ca®* al interior celular, STIM contacta y activa los canales de membrana

formados por las proteinas Orai, responsables de la corriente lcgac.

2.2.1 Mediadores de la ECC: proteinas STIM1 y Orail:

STIM1 es una proteina de tipo | con un Unico dominio transmembrana y una masa molecular
de 75kDa (685 aminodcidos), la cual se localiza mayoritariamente en la membrana del RE,
aunqgue también se ha descrito su presencia en la membrana plasmatica. En su extremo N
terminal, situado en el lumen del reticulo, STIM1 presenta un dominio EF-hand que le
permite detectar la [Ca®"] reticular [129]. Adyacentes, un dominio EF-hand alternativo y un
dominio alfa estéril (SAM) estabilizan esta regién. En su conjunto, estas tres regiones son
conocidas como region EF-SAM. El extremo citosdlico de STIM1 esta formado por tres
dominios coiled coil (CC), siendo el primer CC a su vez subdividido en tres regiones (CClal,
CCla2, CCla3). Consecutivamente, una regidén rica en serina/prolina y un extremo
polibasico completan la secuencia de STIM1.
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Figura 4. representacion esquematica de los dominios de STIM1 y las secuencias de unién a Orail [130].
En estado de reposo, cuando la [Ca®'] reticular supera los 400 pM, el sitio de unién a Ca**
localizado en el EF-hand candnico se encuentra asociada a este ion, inhibiendo con ello la
activacion de STIM1. Ademas de este sitio, recientemente se han descrito entre 4 y 5 sitios
de unioén a calcio adicionales en la regién EF-SAM, presentando una K4 en conjunto cercana
a 200 uM. Estas superficies alternativas estarian relacionadas energéticamente al EF-hand
candnico y jugarian un papel tanto en la estabilizacion del mismo como en la activacién de
STIM1 [129]. En la forma quiescente, los monémeros de STIM1 se asocian formando
dimeros con caracter autoinhibitorio, unién que es alcanzada a través de la interaccién de
los dominios coiled coil situados en la region citosodlica. [131]. Esta asociacion se ha descrito
como una unidn antiparalela en forma de “V” entre los dominios CC2 y CC3 de las dos
unidades, siendo crucial para la estabilizacién de esta estructura las interacciones entre los
residuos complementarios de ambos mondémeros (R429, W430, 1433 y L436 con T354, L351,
W350 y L347 respectivamente). Paralelamente, la estructura es empaquetada gracias a
interacciones entre los dominios CClal y CC3,y CCla3 vy la regién localizada entre CC2 y
CC3, siendo este plegado de vital importancia para evitar la activacidn de las proteinas STIM

y la entrada de Ca’' constitutiva [132], [133].

Tras la activacién celular y la apertura de los canales de Ca®' reticulares, la concentracién
luminal de este ion se reduce y los sitios de unién a Ca®* de la region EF-SAM quedan libres.
Este evento activa a STIM1 produciendo un cambio conformacional en la estructura
secundaria de la regién luminal y la dimerizacion de estas regiones [134], [135]. Sin
embargo, recientemente se ha descrito que solo la dimerizacidn del EF-SAM es necesaria
para la activacién de STIM1, restando relevancia al cambio de la estructura de este dominio

[129]. Adicionalmente, el dominio SAM se ha propuesto como una estructura capaz de
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mediar la unién de las regiones luminales de STIM1, siendo posible establecer un nivel
superior de organizacion tras la interaccién entre los dominios SAM de varios dimeros [135].
Tras la liberacion de los sitios de unidn a Ca*, la asociacién de las regiones luminales de
STIM1 desencadena la reorganizacién de esta proteina, proceso que incluye la aproximacién
de los dominios transmembrana y el despliegue de la regidn citosdlica. Dentro de la regiéon
transmembrana, son necesarias tres glicinas (G223, G225 y G226) para garantizar la
flexibilidad de la estructura y la transmision de la sefal activadora hacia el dominio
citosdlico [136], [137]. En la region citosdlica, el proceso de activacion determina la ruptura
de las interacciones inhibitorias, la elongaciéon de STIM1, asi como la exposiciéon hacia la
membrana plasmatica de los dominios CC2, CC3 y el extremo polibasico [136], [138]. Esta
nueva organizacidon se estabiliza gracias a la asociacién de los dominios CClal del dimero
[131], desconociéndose aun si los dominios CCla2 y CCla3 estabilizan de forma similar la
forma activa de la molécula. Sin embargo, existen indicios claros de su participacién en el
proceso de reorganizacion de STIM1. La mutacion de STIM1 R304W, localizada entre los
dominios CCla2 y CCla3, promueve el fenotipo patolégico asociado al sindrome de
Stormorken al reforzar la interaccion entre los CClal del dimero, bloqueando asi la
formacion de las interacciones inhibitorias. Como resultado, la mutacion R304W activa de
forma constitutiva el dimero de STIM1 promoviendo un aumento de la entrada de Ca®'
dependiente del mismo [139]. Cuatro grupos de investigacion describieron de forma
simultanea la regién de STIM1 responsable de contactar y activar los canales Orai. Todos los
fragmentos propuestos (denominados OASF, CAD, SOAR y CCb9) incluyen los dominios CC2
y CC3, ademas de 19 aminoacidos adicionales [140]-[143]. La regién polibasica, localizada
cercana al extremo carboxilo, se ha descrito como el elemento de STIM1 encargado de
contactar con los fosfolipidos de la membrana. Junto con la region SOAR, ambas regiones
serian responsables del movimiento de STIM1 hacia las zonas de aproximacion entre
membrana y reticulo y la formacién de “puncta” [144]-[146]. Por tanto, el cambio
conformacional de STIM1 tras su activacion le habilita para oligomerizar, contactar con los
agentes localizados en la membrana plasmatica, reconfigurar su localizacién formando
“puncta” y activar la entrada de Ca®" a través de los canales capacitativos.

Orail es una proteina de 33 kDa (301 aminodcidos) identificada como el canal responsable
de la corriente Icgrac. Debido a su funcionalidad, Orail se localiza predominantemente en la

membrana plasmatica, presentando tanto el extremo amino como el carboxilo en la region
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citosdlica. Dentro de la secuencia de Orail se distinguen cuatro hélices transmembrana
conectadas por dos loops extracelulares y uno intracelular [128]. La estructura cuaternaria
del canal Orail estd formada por la unién de seis mondmeros, los cuales forman el poro con
la asociacion de los primeros dominios transmembrana de cada subunidad, describiendo el
resto de dominios transmembrana circulos concéntricos alrededor del poro [147].

Recruitment of Orail into puncta

Extracellular [Ca**]: 10° M >
PM
Intracellular [Ca**}: 10*~ 10°*M

Ca®*

3

e=

v
Ca?* dependent
\ / gene expression

ER membrane

ER lumen
[Ca*): 10* M

Oligomerization and Activation of Orail
Migration to ER-PM junctions
. STIM1 multimers interact with
Store Depletion and activate Orail, resulting in Ca** influx
Ca¥ isreleased
o ; o EF-SAM oligomerize
Resting State Rearrangement of TM
ER Stores replete
Ca’* bound to EF-hand

Figura 5. Modelo simplificado del mecanismo de activacion de la ECC [130].

Cerca de la regién extracelular del poro, el residuo glutamato E106 forma el filtro de
selectividad del canal. Funcién que es desarrollada gracias a la carga negativa de estos
residuos y a la proximidad de los mismos, los cuales forman el segmento mas estrecho del
poro [147]. Inmediatamente por debajo del filtro de selectividad se localizan tres anillos
compuestos por residuos hidrofébicos (V102, F99, L95), constituyendo la accién conjunta de
los dos primeros una barrera hidrofdbica que impide la entrada de Ca?* mientras el canal se
encuentra inactivo. Por ultimo, el poro se completa con tres residuos basicos (R91/K87/R83)
qgue serdn de vital importancia en la conduccién del Ca?* tras la activacion de Orail [147].
Otra region de interés para la conductividad de Orail estd localizada en el primer loop
extracelulary cercana al filtro de selectividad. En esta regidn, Frischauf et al. han descrito la

existencia de un microdominio formado por dos residuos de aspartato (D110 y D112), los
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cuales seria capaces de acumular Ca’* en la inmediaciones del poro e incrementar la
conductividad del canal cuando la concentracién extracelular de Ca** sea baja [148]. En el
segmento citosdlico del poro, el extremo N-terminal de Orail alberga una gran cantidad de
dominios involucrados en la regulacién del canal (posteriormente detallados al desarrollar
las isoformas de Orail y los mecanismos inhibitorios de los canales CRAC). Dentro de esta
region, los 18 aminoacidos previos a la primera hélice transmembrana constituyen el
dominio ETON (del inglés Extended TM Orail NH2-terminal); esta regién ha sido identificada
como una de las superficies de interacciéon con STIM1 durante la activacién del canal. En el
extremo opuesto de Orail, los dominios CC localizados en el extremo C terminal
interaccionan con el dominio SOAR de STIM1 durante la activacidn del canal. Sin embargo,
cuando el canal se encuentra inactivado los extremos carboxilos de Orail se asocian en

parejas gracias a la interaccién antiparalela de su secuencia [147].

ETON (aa 73-90) L273
L276 D284
Caveolina (aa 52 2%?4 D287291
aveolina (aa 52- 4 e D
o “aum
M1 ACS8 (aa26-34) /
> — -
PKC PKA
GSRRSRRRS

PIP2 (aa 28-33)

Figura 6. Representacion de la estructura de Orail y algunos de sus regiones mas significativas.

El proceso de activacion del canal Orail ha sido un tema ampliamente discutido en los
ultimos afios por la comunidad cientifica; sin embargo, existe cierto consenso sobre la
capacidad de STIM1 para interaccionar de forma directa con el canal Orail induciendo un
cambio conformacional y desencadenando la entrada de Ca®** a través del mismo. Las

40



Antecedentes bibliograficos

hipétesis iniciales respaldaban un modelo de interaccion bifasica donde STIM1 se asociaba
al extremo carboxilo de Orail y posteriormente inducia la apertura del canal al interaccionar
con el extremo amino [149]-[151]. Estudios mads recienten optan por la idea de que la
interaccidon entre STIM1 y Orail a través de los dominios C-terminal es suficiente para
activar el canal [152], o por modelos donde la unién de STIM1 a ambos extremos de Orail
ejerza una accion sinérgica [153], [154]. La unién entre los extremos carboxilos de ambas
proteinas se fundamenta en la interaccién anti paralela de los dominios CC de ambas
secuencias, involucrando por parte de Orail dos leucinas (L273 y L276) y varios residuos
aspartato con carga negativa (D284, D287 y D291), al igual que varios residuos basicos
localizados en el CC2 de STIM1 (K382, K384, K385 y K386) [155]. Aunque la asociacion de los
extremos C terminal de Orail y STIM1 juega un papel predominante en la activacién del
canal, no existen un consenso claro sobre la funcidon que desempefia el extremo N-terminal
en este proceso. Recientemente se ha puesto en duda la capacidad de este segmento para
interaccionar con STIM1, debido a que analisis estructurales de Orail describen el extremo
N-terminal aislado por otros segmentos transmembrana [147]. Otro aspecto controvertido
en la activacion de Orail son los cambios morfoldgicos que experimenta el poro. El analisis
de canales abiertos de forma constitutiva (debido a la mutacién H134A) propuso
inicialmente una relacién entre el primer y el segundo segmento transmembrana de Orail.
Interaccion que, al ser activado el canal, induce la rotacidon del primer segmento
transmembrana y el desplazamiento del residuo F99 del centro del poro, habilitando con
ello el paso de iones Ca”* a través del mismo [156]. Estudios cristalograficos mas recientes,
que utilizaron otras mutaciones para inducir la apertura del canal (H206A y P288L),
describieron una dilatacidn del poro al ser activado Orail. Este ensanchamiento, que es mas
evidente en la regién basica, permitiria la entrada de aniones al microdominio citosélico del
poro, neutralizando los residuos basicos de esta regién y asistiendo el paso de los iones Ca**

a través del canal [157], [158].
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Figura 7. Vista cenital de la estructura cuaternaria del canal Orail (izquierda) [147]. Modelo de apertura del canal Orail
tras la mutacion H206A (derecha) [159].

La relacién estequiométrica entre Orail y STIM1 ha resultado ser un factor crucial en los
procesos de activacion y regulacién de la entrada capacitativa. Aunque la formacién del
canal Orail por seis unidades esta ampliamente aceptada, no existe tal consenso sobre la
organizacién de las moléculas de STIM1 ni la relacién estequiométrica mantenida entre
ambas proteinas. Como se ha detallado anteriormente, algunos autores han propuesto la
formacion de dimeros de STIM1 durante el reposo celular gracias a la interacciéon de los
dominios SOAR [160]. Tras el vaciamiento de los depdsitos, un cambio conformacional
rompe las interacciones basales, permitiendo al dominio SOAR desplegarse hacia la
membrana y habilitar la asociacion de los dominios CC1 [131], [161]. Al mismo tiempo, se ha
propuesto que los dimeros activados de STIM1 podrian asociarse a otros dimeros a través
de su extremo luminal y dominio transmembrana, formando estructuras de mayor
complejidad [162]. Yen y Lewis han descrito un modelo donde todos los mondmeros
constitutivos del canal Orail deben asociarse y ser activado por un STIM1 para desarrollar
una corriente lcrac candnica [163]. Este hecho no aclara la relacién numérica entre las
moléculas de ambos agentes, pudiendo darse una interaccidon entre dimeros donde cada
unidad del dimero de STIM1 se asocie a una unidad de Orail del mismo canal, o una
relacion monomérica, donde las subunidades del dimero de STIM1 se asocian a hexameros
distintos. No es descartable que ambos tipos de relacién puedan tener lugar al mismo

tiempo, aunque la hipdtesis de una relacion monomérica tiene un mayor respaldo debido a
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gue es capaz de explicar la agrupacidon de los canales Orail en ciertas regiones de la

membrana al ser activados por STIM1.

3
¥
3

3
3

Modelo de interaccion dimérica Modelo de interacion monomeérica Modelo de interaccidon mixta

Figura 8. Modelos de relacion estequiométrica entre STIM y Orai. Adaptado de [159]. En rojo se representan los dimeros
de STIM1 y en verde los canales Orail como estructuras hexaméricas.

2.2.2 Mecanismos de regulacion de la ECC:

Las sobrecargas de Ca** son un evento citotéxico cominmente asociado a procesos como la
apoptosis, necrosis y autofagia celular [164]. En consecuencia, los mecanismos de entrada
de Ca** desde el medio extracelular son desplegados bajo estrictos sistemas de inhibicion.
Las corrientes CRAC mediadas por Orail no suponen una excepcion, habiéndose descrito
dos mecanismos inhibitorios dependientes de Ca*". Una de las principales caracteristicas de
la corriente lcrac €S su inactivacion a los pocos milisegundos tras su activacidon, mecanismo
que ha sido denominado inactivacién rapida dependiente de Ca** o FCDI (del inglés Fast
Caz+—Dependent Inactivation). Debido a su caracter inmediato y a su independencia respecto
la amplitud de la corriente, se ha sugerido que este mecanismo es activado por el Ca®* que
penetra a través del poro, probablemente uniéndose al canal en alglin dominio inhibitorio
localizado en el lado citosdlico [165], [166]. El loop intracelular de Orail o el dominio de
union a CaM, localizado en el extremo amino, han sido propuestos como responsables de
este mecanismo inhibitorio [167], [168]. Sin embargo, la participacion del dominio de unidén
a CaM se descubrié altamente improbable al publicarse la estructura del canal Orail,
encontrandose esta region en el lumen del poro siendo inaccesible para la calmodulina.
Aunque no se considerd inicialmente, STIM1 parece ser necesario para el desarrollo de este

mecanismo inhibitorio. Papel que serd mediado a través de una interaccion alostérica entre
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los residuos basicos de STIM1 (D476/D478/D479) y el residuo W76 de Orail. La interaccién
entre estos residuos daria lugar al movimiento de las cadenas laterales de W76 hacia el

centro del poro y la formacién de una barrera hidrofébica [169].
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Figura 9. Modelo esquematica del mecanismo inhibitorio de AC8 sobre Orail.

Otro agente que ha sido recientemente involucrado en este mecanismo inhibitorio es la
adenilato ciclasa 8 (AC8). Estudios previos determinaron la asociacién constitutiva entre
Orail y AC8 a través de la interaccidon de sus extremos aminos, asociacidon que se propuso
como necesaria para la activacion de la ciclasa por el Ca** que penetra a través de Orail
[170]. Posteriormente, Zhang et al. han descrito la capacidad de AC8 para establecer un
sistema de retroalimentacion negativa que inactiva Orail. De esta forma, tras ser
estimulada por el Ca2+, la AC8 media la activacion de la PKA a través del incremento en la
[AMP,] citosdlico, siendo PKA responsable de inducir la inactivacion del canal Orail a través
de la fosforilacion del residuo S34 de cada subunidad de Orail. En definitiva estos sistema
de regulacion determinan las caracteristicas de la ECC y regulan la activacidn de los procesos

celulares dependientes de la sefal de Ca®" [171].
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Unos segundos tras la activacion del canal Orail, la elevacién en la [Ca®"] citosélica activa

un segundo mecanismo de regulacion denominado inactivacién lenta dependendiente de

Ca?* 0 SCDI (del inglés Slow Ca**-Dependent Inactivation) [172]. Dos agentes, SARAF y CaM,

han sido descritos como los mediadores de este mecanismo, existiendo evidencias para

afirmar que ambos inducen un efecto inhibitorio ligeramente diferente.

CaM: es una proteina ubicua involucrada en la transduccién de las sefales de Ca* y
la posterior activacidn de procesos celulares. Para desarrollar estas funciones, CaM
es capaz de determinar la [Ca®"] citosdlica y experimentar un cambio conformacional
con el aumento de esta. Este proceso determina la exposicion de regiones con
caracter hidrofébico que le permiten interaccionar con multitud de agentes vy
modular su actividad [173], [174]. Dentro de los elementos regulados por CaM se
encuentran multitud de proteinas, enzimas o canales idnicos, desempenando en
estos Ultimos un papel fundamental al mediar los mecanismos inhibitorios
dependientes de Ca®" [175], [176]. Dentro del mecanismo de ECC, se ha propuesto
un modelo de inactivacién por CaM que seria mediado a través de una interaccion
directa con STIM1. Interaccion que involucraria dos regiones hidrofébicas
(L374/Vv375 y L390/F391) por parte de STIM1, siendo los mecanismos de SCDI
totalmente bloqueados al ser mutados estos residuos por aminodcidos menos

hidrofébicos [177].

SARAF es una proteina de 339 aminoacidos localizada tanto en el RE como en la
membrana plasmatica. Dentro de su estructura destacan una regiéon luminal, un
dominio transmembrana y un segmento citosélico, presentando en este ultimo
varios dominios ricos en serina/prolina y arginina. Brevemente, el dominio luminal
de SARAF esta involucrado en la regulacion de la actividad de SARAF, siendo el
extremo citosdlico el que participa en los procesos de inactivacion de la entrada
capacitativa [178], [179]. En estado basal, SARAF interacciona con la regién de STIM1
448-530, segmento denominado CTID (del inglés C-terminal inhibitory domain),
estableciendo a través de esta interaccién un blogueo inhibitorio que impide la
activacion de los canales Orai en estado basal [178], [180]. Tras el vaciamiento de los
depdsitos, SARAF y STIM1 se disocian permitiendo el cambio conformacional del
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segundo y la apertura de los canales Orail. Tras un breve periodo, SARAF induce la
inactivacion del sistema al reasociarse con STIM1. Es llamativo como la actividad
reguladora de SARAF sigue un patrén dependiente de la [Ca®*"] citosdlica y el
rellenado de los depdsitos reticulares; sin embargo, esta proteina no cuenta con
ningun dominio capaz de interaccionar con Ca’*. Recientemente, Albarran et al. han
descrito como la proteina EFHB es capaz de sincronizar la relacidon entre STIM1 y
SARAF en funcién de la [Ca®'] citosélica. EFHB es una proteina localizada en el citosol
gue alberga dos dominios de unién a Ca’*. Tras el vaciamiento de los depdsitos, EFHB
se asocia a STIM1 desplazando en esta accion a SARAF y promoviendo la activacién
completa de la ECC. Al producirse la entrada de Ca’* a través de los canales Orai,
EFHB se disocia de STIM1, habilitando el retorno del bloqueo impuesto por SARAF y

los mecanismos de SCDI [181].

Las proteinas Golli y ORMDL3 también se han identificado como parte de la maquinaria
celular implicada en el mecanismo de SCDI. Las proteinas Golli son isoformas de la proteina
basica de mielina generadas a partir de procesos de splicing alternativo, las cuales son
conocidas por desarrollar un papel fundamental en los procesos de mielinizacién del tejido
nervioso [182]. Walsh et al. han descrito la capacidad de Golli para inactivar los canales
CRAC de forma dependiente a la [Ca?"] citosdlica, papel inhibitorio que es desarrollado al
asociarse al extremo carboxilo de STIM1 [183]. ORMDL3 es una proteina localizada en la
membrana reticular que presenta ambos extremos, amino y carboxilo, en la regidn
citosdlica. La actividad de ORMDL3 ha demostrado ser relevante en multitud de funciones
en eosindfilos y su disfuncidn se asocia a alteraciones en los procesos inflamatorios [184].
ORMDL3 colocaliza con STIM1 tanto en reposo como tras el vaciamiento del reticulo, siendo
capaz de ejercer, a través de su extremo N terminal, una influencia inhibitoria sobre la

corriente lcpac de forma dependiente a la [Ca2+] citosdlica [185].
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Figura 10. Modelo esquematico de los principales agentes implicados en la regulacion de la ECC.

Por el contrario, otras proteinas participan en el mecanismo de entrada capacitativa
desempanando funciones auxiliares. CRACR2A es una proteina citoplasmatica de 45 kDa que
presenta 2 dominios EF-hand en su extremo amino. CRACR2A es capaz de interaccionar
tanto con STIM1, uniéndose a los dominios CC y la secuencia rica en serina/prolina, como
con Orail, asociacion que involucra la secuencia situada entre los aminoacidos 64 y 93 de
Orail [186]. Gracias a los dominios EF-hand, CRACR2A es capaz de detectar la [Ca2+]
citosdlica y promover la asociacion entre STIM1 y Orail al detectar concentraciones bajas de
este jon. Por el contrario, al alcanzarse [Ca?'] elevadas, CRACR2A se disocia del complejo
STIM1-Orail e inhibe la entrada de Ca®' al citosol [186]. TEMEM110 o STIMATE es una
proteina localizada en la membrana del reticulo, presentando una estructura caracterizada
por sus multiples dominios transmembrana y una secuencia polibasica cercana al extremo
carboxilo [187]. STIMATE juega un papel crucial en la activacién de STIM1 y en la formacion
de “puncta” tras el vaciamiento de los depdsitos. Funcidn que es mediada por la interaccién
del extremo carboxilo de STIMATE con el CC1 de STIM1, evento que promueve la disociacién
del enlace inhibitorio entre los dominios CC1 y SOAR de STIM1 y el cambio conformacional

de la proteina [187].
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2.2.3 Variantes e isoformas de las proteinas STIM y Orai:

Como hemos explicado, los primeros modelos sobre la activacién de la ECC anteponian el rol
de Orail y STIM1 sobre los demds miembros de ambas familias. Planteamiento que
comenzd a ser cuestionado al comprobarse que la corriente mediada con la sobreexpresion
de ambas proteinas era incapaz de imitar todas las propiedades de la corriente Icgac nativa
[188]. Actualmente, tanto los estudios mecanisticos de la ECC como aquellos que analizan su
implicacion en la fisiologia y fisiopatologia celular contemplan que este proceso de
sefializacion es orquestado por la colaboracién de todos los miembros de ambas familias. En
los modelos actuales, la adaptacidon de las caracteristicas de la ECC a los requerimientos
celulares se alcanza a través del control de la expresion de las diferentes variantes de STIM y
Orai. Este proceso de ajuste se potencia en ciertas ocasiones con la produccién de variantes
alternativas de las proteinas candnicas, habiéndose descrito hasta la fecha variantes de las

proteinas STIM1, STIM2 y Orail.

Gracias a procesos de splicing alternativo se ha descrito la produccién de tres isoformas
adicionales de STIM1. Estas variantes responden con sus nuevas caracteristicas a los
requerimientos especificos de los tejidos donde se generan. STIM1L es la variante mas larga
(115 kDa), resultado de la incorporacion de 318 pares de bases entre los exones 11 y 12.
STIM1L se expresa en el musculo esquelético y cardiaco, sistema nervioso central,
pulmones, higado y bazo [189]. A diferencia de la variante candnica, STIM1L se encuentra
permanentemente localizado préximo a la membrana plasmatica, aspecto que explica la
rapida activacion de la entrada capacitativa en los tejidos que generan esta isoforma. Una
caracteristica peculiar en lo que concierne a esta variante es que aunque las “puncta”
formadas por STIM1L son sensiblemente mas pequefias que las desarrolladas por STIM1, la
ECC mediada por la variante larga es un 20% mayor [190]. Divergencia que es explicada
debido a la mayor eficiencia de STIM1L para activar los canales TRPC1, canales que se
caracterizan por una mayor conductividad respecto los formados por Orail [191]. En el afio
2020 Knapp y colaboradores describieron un isoforma de STIM1 denominada STIM1A. Esta
nueva variante alberga un exdén adicional situado entre los exones 10 y 11, afiadiendo, tras
la regién SOAR, 31 aminodcidos en la secuencia de STIM1 [192]. Estos autores registraron
una expresion prominente del ARNm de STIM1A en testiculos, astrocitos, rifilones y corazon.
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En los testiculos, la inclusidon del dominio A determina la localizaciéon de esta isoforma en
regiones de recuperacion de la membrana plasmatica conocidas como complejos tubulo-
bulbares. Funcionalmente, STIM1A ejerce un efecto negativo sobre la ECC y la corriente
Icrac, @ pesar de ser capaz de agruparse e interaccionar con los canales Orai. Esta influencia
negativa estaria motivada por la incapacidad de esta isoforma para estabilizar la interaccidon
entre el dominio SOAR y el domino ETON del extremo amino de Orail, evento que se
considera crucial para la activacion del canal Orail. Kanpp et al. explican esta diferencia en
la funcionalidad debido a una regidn localizada en el exén A, el cual recibe el nombre de los
aminodcidos que los constituyen: PSD (spo-F-S-D-504). Conclusidon que fue respaldada tras
recuperar la funcionalidad de esta isoforma gracias a la mutacidn de los residuos de serina o
acido aspartico, del segmento PSD, por residuos de alanina [192]. Este mismo afio se ha
identificado una nueva isoforma de STIM1, formada tras la introduccion de un exén 13
alternativo que da lugar a la produccién de una proteina mas corta de STIM1. Dentro de su
secuencia, los ultimos 170 aminodcidos candnicos son eliminados y sustituidos por un
dominio alternativo, denominado B, el cual estd conformado por 26 aminoacidos y otorga
nombre a la nueva isoforma: STIM1B [193]. STIM1B se expresa abundantemente en el
sistema nervioso central, localizdndose en las estructuras reticulares presinapticas donde
interviene en el rellenado de las vesiculas sindpticas. La funcionalidad de STIM1B muestra
ciertas diferencias con respecto STIM1, presentando una menor velocidad en la
translocacion a las zonas de contacto entre membrana y reticulo, la formacién de puncta de

menor tamano, y una activacién mas lenta de los canales Orai [193].
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Figura 11. Representacion esquematica de la estructura lineal de las isoformas de STIM1.
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El gen humano STIM2 esta formado por 14 exones, los cuales gracias a procesos de splicing
alternativo dan lugar a tres variantes de esta proteina [194], [195]. Stim2.2 (STIM2a) fue la
primera variante caracterizada, y aunque presenta una gran similitud con STIM1, sus
diferencias estructurales favorecen una clara distincion funcional. El dominio EF-SAM de
STIM2.2 muestra menor afinidad para el Ca® que el EF-SAM de STIM1; como consecuencia,
STIM2.2 es capaz de detectar vaciamientos del reticulo mds discretos que los detectados
por STIM1 [196]. Esta diferencia determina que, en estado de reposo, STIM2.2 se localice en
las zonas de aproximacidon entre membrana y reticulo, induciendo pequeias entradas de
Ca’" desde el medio extracelular. Esta accién basal mantiene la [Ca®'] reticular y citosdlica
en valores 6ptimos y evita la activacidon de STIM1, evento que solo se producird cuando la
[Ca?'] reticular descienda hasta valores cercanos a los 200 UM, desencadenando una
entrada capacitativa mucho mayor pero transitoria [197]. Otra diferencia la encontramos en
el dominio SOAR de STIM2.2, el cual alberga variaciones de algunos residuos en
comparacion con la secuencia de STIM1. Estas modificaciones determinan una unién mas
débil a los canales Orail y una menor capacidad para activarlos [198], [199]. Ademas de su
funcién protectora, STIM2.2 es un agente adaptador en los procesos de sefalizacion. Al ser
capaz de heteromerizar con STIM1, STIM2 aumenta su sensibilidad confiriéndole nuevos
roles en los procesos de comunicacidn, proceso que se hace mds evidente bajo estimulos

celulares moderados, que Unicamente determinan la activacién de STIM2 [200].

OASF (238 -478)

SOAR(348 - 448)
CC1 > DIM

] CITOSOL

a1l 6ERN [€C3]  [ID] [P/

67 100 131 217 238 49 395 412 441 474 495 533 559 686 689
136 204 242 7

383VAASYLIQ3g;

N CcC1 DIM
- o1 [lo2ffo3] CC3 [p/His] [
67 100 131136 217 2 2842 3:13749 403 420 449 482 503 541 567 694 697

204

CC1 c

N
| ot Tloc[o3]] RN [EC3] [p/His
67 100 13 217 23 gdz 3;749 395 412 441 474 495 533 559 589

1
136 204

Figura 12. Representacion esquematica de la estructura lineal de las isoformas de STIM2.

Como se ha introducido previamente, los procesos de splicing alternativo del gen STIM2 dan
lugar a otras dos isoformas: STIM2.1 (STIM2B) y STIM2.3. STIM2.1 se caracteriza por la

inclusion de un exdn 9 adicional, el cual inserta una pequefia secuencia de aminoacidos
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dentro del dominio CC2 del segmento SOAR (3g3VAASYLIQsg;). Esta secuencia inhabilita a
STIM2.1 para interaccionar y activar los canales Orai, estableciéndose como un dominante
negativo capaz de asociarse a STIM1 y STIM2.2 e inhibir la activacién de los canales Orai por
los mismos [195]. Por ultimo, una tercera isoforma de STIM2, denominada STIM2.3, seria el
resultado de la inclusién de un exén 13 alternativo. Este proceso genera una proteina con
un extremo carboxilo 148 aminodcidos mas corto cuya funcién no ha sido identificada aun

[195].

En mamiferos coexisten dos variantes de Orail, las cuales son generadas tras el inicio
alternativo en el proceso de traduccién del ARN mensajero. OrailP es la isoforma expresada
en todos los vertebrados, presentando un extremo N terminal corto; por el contrario,
Oraila, la variante cldsica de 301 aminodcidos, es una isoforma genuina de mamiferos que
alberga una secuencia adicional de 63 aminoacidos en el extremo amino terminal [201].
OrailP se origina por un inicio alternativo de la traduccidn en la metionina 64, o incluso la
metionina 71, por lo que carece los primeros aminodacidos de la secuencia de Oraila [201].
Dentro de la secuencia adicional de Oraila se han identificado multitud de dominios
capaces de conferir a esta isoforma funciones ausentes en OrailB. Willoughby et al.
identificaron a la secuencia comprendida entre los aminodcidos 26-34 de Oraila como el
segmento capaz de interaccionar con AC8 [170]. Esta diferencia implica que solo la isoforma
larga es capaz de activar AC8 y aumentar las concentraciones de AMP,, sugiriendo que
Oraila podria controlar la expresién de genes dependientes de factores de transcripcion
sensibles a AMP., como por ejemplo los genes controlados por CREB [202]. De forma
paralela, solo Oraila es objeto de la inhibicidn mediada por PKA y PKC, las cuales participan
en los procesos de inhibicién de la corriente Icrac a través de la fosforilacion de los residuos
S34 0 527 y S30, respectivamente [171], [203], [204]. Coincidiendo con este segmento, se ha
identificado un posible dominio de unién a PIP, (aminoacidos 28-33), aunque su
funcionalidad no ha sido descrita aun. Cerca de la metionina que da comienzo a la secuencia
de Orailf se localiza un sitio de unién a caveolina (aminodcidos 52-60), regidon que ha sido
implicada en los procesos de internalizacién de Oraila durante la meiosis [205].
Funcionalmente se observan diferencias claras entre ambas isoformas, siendo Orailp capaz
de mediar una entrada capacitativa ligeramente mayor [206]. Divergencia que podria ser
justificada debido a los sistemas inhibitorios que se apoyan en el extremo amino de Orailay
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por tanto estan ausentes en OrailB. Adicionalmente, ambas isoformas presentan también
diferencias en la movilidad a través de la membrana, siendo la velocidad de desplazamiento
de Oraila menor que la de Orailp. Se ha sugerido que esta diferencia podria ser causada
por la mayor capacidad de Oraila para asociarse a los componentes de la membrana [201].
Zhang et al. fueron los primeros en proponer un rol diferencial en los procesos de
sefializacion celular para Oraila y OrailB. Este grupo demostré la capacidad de ambas
isoformas para activar el factor de transcripcion dependiente de Ca®* NFAT1, el cual
requiere de elevaciones robustas en la [Ca*] en el microdominio del poro. Sin embargo,
NFAT4 es comunmente activado por concentraciones bajas de agonistas, siendo
dependiente del incremento en la [Ca®] tanto en el nanodominio del poro como en el
nucleo. Este mecanismo de sefializacion difiere del de NFAT1 y necesita de un perfil
diferente en la sefial de Ca®*, habiendo sido descrito como Orailp media de forma
preferente la activacion de este factor de transcripcidon [171]. Recientemente, Kar et al. han
profundizado adn mas en el mecanismo de activacion de NFAT1, concluyendo que este es
solo activado por Oraila. Estos autores proponen un modelo donde tras el vaciamiento de
los depdsitos intracelulares de Ca®*, Oraila interacciona con AKAP79 a través de un
segmento localizado entre los aminoacidos 39 y 59. AKAP79 seria responsable de aproximar
al microdominio de Oraila a NFAT1 y a la fosfatasa calcineurina, la cual es activada vy
defosforila NFAT1 tras la entrada de calcio por el poro [207]. Este enlace entre NFAT1 y
calcineurina parece prorrogarse hasta que se localizan en el nucleo [208], protegiendo al
NFAT1 defosforilado de las cinasas citosdlicas y nucleares, e impidiendo la defosforilacion de
las moléculas de NFAT1 localizadas fuera de la influencia de los macrocomplejos anexos a

los canales Orail.
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CRAC

Figura 13. Modelo de activacion de NFAT1 por Oraila. Modelo donde se describe la aproximacion de NFAT1 al canal de
membrana a través de la interaccion de la proteina AKAP79 con la region localizada en el extremo amino de Oraila:
AKAR [207].

La familia de proteinas Orai estd compuesta por tres miembros (Orail, Orai2 y Orai3), los
cuales fueron identificados de forma simultanea [128]. Desde su caracterizacion, Orail ha
acaparado la mayoria de los esfuerzos destinados a desvelar la funcién de estas proteinas,
desplazando a sus homdlogos del centro de atencidn y ocultando el mds que probable papel
de las tres isoformas en los canales CRAC nativos. El Orail de mamiferos es el homologo
mas cercano al dOrai descrito en invertebrados; acompanando el salto a vertebrados,
encontramos la aparicién de Orai2, mientras que Orai3 se generd en mamiferos a partir de
la duplicacién del gen Orail [209]. La secuencia de los tres miembros de la familia Orai es
bastante similar, siendo los segmentos transmembrana las zonas que muestran una mayor
conservacion. De forma singular, Orai3 presenta una extensidn citosdlica del segmento
transmembrana 2 en comparacion con Orail, resultando en un loop intracelular de menor
tamaino [210]. Son los extremos amino, y mds evidentemente, los carboxilos los que
muestran un alto nivel de heterogeneidad, contribuyendo a las propiedades farmacolégicas
de cada isoforma de Orai. Recientemente se ha descrito el efecto potenciador de la
molécula IA65 sobre Orail, la cual parece no tener ningun efecto sobre otras isoformas de
Orai [211]. El compuesto 2-aminoetildifenilo borato (2-APB) bloquea a altas concentraciones

la corriente mediada por Orail y Orai2, mientras que produce un efecto potenciador de
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Orai3 de forma independiente a los depdsitos reticulares [212]-[215].Funcionalmente, las
tres isoformas de Orai son capaces de mediar corrientes lcrac, Sin embargo, Orail muestra
una mayor conductividad que Orai2 y Orai3, siendo las corrientes mediadas por los ultimos
de un valor aproximado del 50% y 20% de la corriente de Orail respectivamente [216],
[217]. Estas diferencias en el valor de la corriente pueden explicarse debido a la sensibilidad
de las tres isoformas para los procesos de inhibicion dependientes de Ca”*. Con respectoala
FCDI Orai3 es la subunidad que muestra una mayor inhibicion, seguido de Orai2 y Orail
consecutivamente; sin embargo, solo Orail es sensible a los procesos de SCDI y el Unico
canal en el que se ha detectado el proceso de reactivacion tras la FCDI [216], [217]. En los
ultimos 5 afos multitud de esfuerzos han descrito la interaccién de las diferentes isoformas
de Orai, dando lugar a la formacidn de canales CRAC nativos en forma de heterohexameros
[218]-[220]. Esta asociacién se desarrolla en estado basal y se presenta insensible al
vaciamiento de los depdsitos reticulares. La combinacién de los tres homédlogos de Orai
favorece la regulacion negativa del canal CRAC por parte de las unidades Orai2 y Orai3 que
lo conforman, mostrando el primero una mayor eficacia al inhibir la corriente [218]. El
modelo mas novedoso sobre la estructura de los canales CRAC propone que esta actividad
inhibitoria esta involucrada en la regulacion negativa del canal y el disefio de las sefiales
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Figura 14. Modelo esquematico de la anatomia de los canales CRAC nativos y su conductividad [402].

. . . 2 .
En este modelo, Orail es responsable de las elevaciones sostenidas de la [Ca®'], mientras

que Orai2 y Orai3 contribuirian a la formacion de sefiales en forma de picos y oscilaciones.
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Esta especializacidn podria estar apoyada por el hecho de que STIM1 interacciona con Orai2
y Orai3 de forma constitutiva, promoviendo una mayor sensibilidad de estos homodlogos a
los procesos de FCDI. Ademas, el complejo preformado por STIM1-Orai2/3 seria activado y
desactivado rdpidamente ajustdndose a los requerimientos de las sefiales pulsatiles.
Paralelamente, estudios desarrollados en lineas celulares muy concretas proponen el rol
predominante de Orai2 y Orai3 en la entrada capacitativa, al ser estos homdlogos
expresados en mayor medida que Orail. Las primeras evidencias del papel de Orai3 en SOCE
fueron descritas en células de cancer de mama ER+. En estas células, el receptor de
estrogenos a media los procesos tumorales induciendo la sobreexpresiéon de Orai3 y su
intervencion en los mecanismos de sefializacion [221]. De forma similar, en el tejido
neuronal Orai2 y STIM2 parecen ser los mediadores de los procesos de seiializacién
asociados a los depdsitos de Ca?*, mostrandose estas células carentes de otros miembros de
la familia Orai y siendo insensibles al arresto de la expresién del tdndem STIM1-Orail [222],

[223].

2.2.4 TRPC1 Yy las corrientes capacitativas SOC:

Poco tiempo después de ser identificados en 1995 [224], [225], los canales TRPCs fueron
propuestos como canales capacitativos. Estas proteinas pertenecen una extensa familia de
canales de membrana denominada TRP, que abarca a su vez seis subfamilias. La subfamilia
TRPC debe su nombre a ser los primeros homélogos de los canales TRPs de Drosophila
identificados en humanos (candnicos), habiéndose descrito 7 variantes dentro de esta
familia (TRPC1-TRPC7). En conjunto los TRPs presentan una estructura muy conservada,
donde el canal se compone a través de la asociacién de cuatro unidades, compuestas cada
una por seis hélices transmembrana. Esta configuracién localiza tanto el extremo carboxilo
como amino de cada subunidad en la region citosdlica, siendo el poro del canal formado por
la agrupacién del quinto y sexto dominio transmembrana. Dentro del segmento N terminal,
los miembros de la subfamilia TRPC presentan cuatro dominios de ankirina y un dominio CC,
necesarios para la asociacidon con otros TRPCs y la formacion del canal [226], [227]. Algunos
miembros de la subfamilia TRPC, como TRPC1, albergan también en el extremo amino un
dominio de unidén a caveolina 1, el cual permite regular la interaccién con otras proteinas y
lipidos de membrana [228]. En el extremo C terminal, los TRPC presentan una secuencia
altamente conservada (EWKFAR) involucrada en los procesos de activacion del canal.
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Ademas, un dominio rico en prolina [229] habilita la interaccidn con la proteina FKBP52, una
inmunofilina que participa en los procesos de plegado y tradfico de proteinas.
Consecutivamente, un dominio de uniéon a CaM e IP3R modulara la activacién de los TRPCs
en funcién de la [Ca®] citosdlica [230], [231]. Por dltimo, uno o dos segmentos CC
(dependiendo de la variante estudiada) completan el extremo C terminal, regidn a la que se
unirdn STIM1 y CaM con el objetivo de desarrollar los procesos de activacién e inhibicién del
canal, [176], [232]. Los canales TRPC muestran una selectividad para el Ca** variable. Para
poder categorizar los diferentes grados de selectividad es comun realizar una comparacion
entre los cocientes de permeabilidad Ca®*/Na* de cada variante. Los canales TRPC5 y TRPC6
son los mas selectivos para Ca?*, mostrando ratios de permeabilidad Ca?*/Na* cercanos a 9 y
5, respectivamente. Por el contrario, TRPC1 y TRPC4 son las variantes que presentan un

menor ratio siendo igualmente selectivos para Ca2+y Na* [100].

Previo a la inclusidn de las proteinas STIM y Orai en los modelos de entrada capacitativa,
dos trabajos propusieron el papel de TRPC1 como canal dependiente de los depdsitos
intracelulares de Ca®* [233], [234]. Tras este hito inicial, la funcién de TRPC1 en la ECC fue
confirmada en un amplio niumero de tipos celulares diferentes [235], [236]. Sin embargo,
dos argumentos generaban una gran incertidumbre sobre el papel de los canales TRPC en
este mecanismo de sefializacién: la corriente mediada por los canales TRPC en general, y
TRPC1 en particular, no reflejaba las caracteristicas de la corriente Icrac, la cual habia sido
caracterizada previamente en mastocitos; ademas, la sobreexpresion de variantes de esta
subfamilia, como TRPC3, sugeria la participacion de estos canales en mecanismos de
sefializacion de Ca** dependientes de la PLC e insensibles a los depdsitos reticulares.
Actualmente, tras un niumero extenso de articulos que describen la funcidn de las proteinas
STIM, Orai y TRPC, se considera que no existe una homogeneidad en los procesos de
entrada capacitativa entre los diferentes tipos celulares, y por tanto, ademas de la corriente
canonica Icrac S€ aceptan como capacitativas otras corrientes con caracteristicas biofisicas

diferentes, las cuales se agrupan bajo la terminologia lsoc [237].
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Figura 15. Modelo esquematico de la translocacion y activacion de TRPC1 tras la apertura de Orail.

Una vez abierto el abanico de posibilidades dentro del mecanismo de ECC, multitud de
autores han propuesto al complejo STIM1-Orail-TRPC1 como responsable de la corriente
Isoc [238]—-[241]. El modelo propuesto por Ong et al. establece la colocalizaciéon de TRPC1 y
Orail en la membrana plasmatica durante el reposo, siendo ambos canales activados por
STIM1 tras el vaciamiento de los depésitos [240]. En apartados anteriores hemos descrito
como el segmento SOAR de STIM1 desencadena la apertura de los canales Orai al contactar
con el segmento carboxilo de las subunidades del canal. La interaccién entre STIM1 y TRPC1
también es mediada por este fragmento de STIM1, que por si solo no es suficiente para
provocar la apertura del canal. Este proceso requiere también de la interaccion entre el
dominio rico en lisina del extremo C terminal de STIM1, cargados positivamente, y los
aspartatos del extremo C terminal de TRPC1, cargados de forma negativa. Chen et al.
propusieron afos después un modelo alternativo, por el cual la entrada de ca® por Orail
induce la translocacién de TRPC1 a las proximidades del complejo STIM1-Orail, habilitando

su interaccion con STIM1 y la posterior apertura del poro [123].

Aparte de sus diferencias en las caracteristicas biofisicas, las corrientes Icrac € Isoc también

muestran cierta heterogeneidad con respecto los procesos celulares asociados. Si la
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corriente mediada por los canales CRAC es necesaria para la activacién y translocacién del
NFAT al nucleo, la activacién del factor nuclear kappa B (NF-KB) se ha asociado a las sefiales
producidas por los canales formados por TRPC1. Otros eventos celulares, como la
agregacion plaquetaria, secrecion de insulina, diferenciacion de adipocitos o secrecién de
adiponectina, también se han descrito como dependientes de la entrada de Ca?* inducida
por el complejo STIM1-Orail-TRPC [242]-[245].
Ademas de formar parte del mismo sistema de sefializacidn, se ha propuesto que la relacion
funcional entre los canales Orai y TRPC puede incluir sistemas de regulacién mutua. Dos son
las hipoétesis que establecen la capacidad de los canales TRPC1 para modular la entrada de
Ca” a través de los canales Orai:
1. Al permitir la entrada de Ca®* en el mismo microambiente celular, TRPC1 podria
promover los procesos de inactivacién de los canales CRAC dependientes de Ca”.
2. Al mediar una corriente mucho mayor, los canales TRPC1 incrementarian la cantidad
de Cca** disponible para SERCA, optimizando el rellenado de los depdsitos vy

promoviendo la inactivacién de Orai [165], [166].
Paralelamente, también se ha propuesto que la corriente mediada por los canales TRPC, que

presenta una conductividad mayor, produciria la despolarizacién de la membrana vy

atenuaria el gradiente de entrada para el Ca’* a través de los canales Orai [246], [247].
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2.3 Fisiologfa plaquetaria y el Ca** como mediador de la agregacién plaquetaria:

Las plaquetas son los elementos formes de la sangre responsables de la formacién de
codgulos y por tanto una parte esencial en la defensa contra el sangrado. En el torrente
sanguineo humano circulan alrededor de 1 trillén de plaquetas, constituyendo uno de los
elementos formes de la sangre junto a leucocitos y eritrocitos. Fueron inicialmente descritas
por Max Shultze en 1865, aunque su papel en la coagulacién fue identificado en 1881 por
Giulio Bizzozero, patélogo italiano que demostrd in vivo la capacidad de las plaquetas para
adherirse a las paredes de los vasos sanguineos lesionados, iniciando el proceso de
trombosis. Afios después, Eberth y Schimmelbusch observaron los cambios morfoldgicos
gue sufren las plaguetas en los vasos dafiados y como la estasis del flujo va seguida por la
acumulacién de estos elementos en la pared del vaso, trabajos que son la base de nuestro

conocimiento actual sobre la hemostasia.

Las plaguetas poseen un diametro aproximado de 0,5 um, con forma de disco biconvexo y
anucleadas [248]. Aunque carezcan de ADN gendmico, contienen ARN mensajero derivado
de las células progenitoras, informacion que permite la sintesis de proteinas. La
concentracidon normal de las plaquetas en la sangre es de 1,5 a 3,5 x 108 plaquetas/mL,
siendo su vida media de 8 a 11 dias [249]. Al término de este periodo, las plaquetas entran
en un proceso de senescencia y los macréfagos presentes en el sistema reticulo histocitario

del bazo, higado y médula dsea las eliminan [250].

2.3.1 Desarrollo plaquetario:

Las plaquetas se originan a partir de la fragmentacion citoplasmatica de los megacariocitos
de la médula ésea en un proceso conocido como trombopoyesis. La formacidn de plaquetas
puede dividirse en dos fases arbitrarias. La primera etapa, desarrollada durante varios dias,
engloba la maduracion y desarrollo de los megacariocitos y requiere de la intervencién de
factores de crecimiento especificos. En la segunda fase tendra lugar la formacién
plaguetaria gracias a la reorganizacion del citoplasma, siendo necesaria la transicién por dos
estadios inmaduros para concluir el proceso: proplaquetas y preplaquetas [251].

El desarrollo megacarioblastico y la formacidon de plaquetas son procesos complejos que

estan regulados a multitud de niveles por diferentes citocinas, aunque la trombopoyetina es
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considerada el regulador principal de este proceso [252], [253]. Tras la estimulacién de las
células madre hematopoyéticas por la trombopoyetina, evento que en adultos tiene lugar
en la médula désea, estas células pluripotenciales se diferenciardn en megacariocitos gracias
a la actividad de diversos factores de transcripcion. Tras este proceso, la maduracién
megacariocitica se caracteriza por una fase proliferativa inicial y por el posterior aumento
del tamafio celular y ploidia, estado que es alcanzado gracias a un proceso de endomitosis
[254]. Esta acumulacion de material genético ha sido propuesta como un evento necesario
para garantizar la produccién y empaquetamiento del ARN mensajero, proteinas vy
estructuras celulares que constituiran las plaquetas, evitando el estres originado por la
mitosis y citocinesis [254]. Dentro de las estructuras generadas gracias al proceso de
endomitosis destaca un extenso sistema de membranas internas que conectan de forma
directa con la membrana plasmatica de los megacariocitos y apoyara la formacién de
plaguetas en etapas posteriores [255]. Al alcanzar la madurez, los megacariocitos viajan
hasta el nicho vascular de los capilares sinusoides donde ramificaciones de la membrana
plasmatica invaginan hacia el interior de los vasos, lugar donde estas invaginaciones
terminardn desprendiéndose gracias a las fuerzas de cizalla producidas por el flujo [256]. Las
estructuras resultantes, denominadas proplaquetas, presentan una forma caracterizada por
dos extremos lobulares interconectados por un puente membranoso [257]. Debido a que se
trata de un cambio morfoldgico, la reorganizacidén del citoesqueleto de los megacariocitos
es fundamental en la formacién de las proplaquetas, proceso que es mediado por la
actividad de la tubulina-B1 y la miosina Il [258]—[260]. La reorganizacion del citoesqueleto es
también necesaria para el transporte de granulos y vesiculas hacia los procesos que
formaran las proplaquetas, habiéndose propuesto la existencia de diferentes poblaciones de
plaguetas dependiendo del contenido de estos elementos [257]. Ya en el torrente
sanguineo, las proplaguetas continuardn con el proceso de maduracién generando
preplaquetas, transicidon que es bidireccional y que esta definida por la continua reparticién
del contenido celular [261], [262]. Finalmente, las preplaquetas se dividen gracias a las
fuerzas de cizalla en los capilares pulmonares, donde estas fuerzas son de mayor magnitud,

concluyendo la formacién plaquetaria [263].
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2.3.2 Funcién plaquetaria:

En condiciones fisiolégicas las plaquetas fluyen continuamente sin interactuar con las
paredes de los vasos sanguineos. Sin embargo, al producirse un dafio en el epitelio vascular,
las plaquetas desencadenan una respuesta altamente regulada que abarca los procesos de
adhesion a las estructuras endoteliales y subendoteliales, activacion y agregacién [264].
Estos pasos estdn intimamente integrados y se desarrollan de forma simultdnea en las

diferentes unidades plaquetarias que se suman al proceso de hemostasis.

Adhesidn: Fase que da comienzo cuando componentes de la matriz extracelular del
endotelio vascular dafiado, como el colageno, fibronectina, laminina o Factor de Von
Willebrand (FVW), contactan con las plaquetas circulantes. Este proceso se ha descrito de
diferentes formas segun las fuerzas de cizalla resultantes de la lesién, siendo mas relevante
la interaccion inicial con el FVW cuanto mayor sean estas fuerzas [265], [266]. La interaccion
del receptor plaquetario GPlb-IX-V con el FVW tiene una ratio de disociacién muy rdapida,
factor que provoca que las plaquetas “rueden” por la superficie reactiva en el sentido del
flujo. Este movimiento favorece la ejecucién de senales intracelulares que dardn comienzo a
la siguiente fase de la hemostasis y, adicionalmente, permite a las plaquetas estabilizar la
adhesién a través de la intervencién de las integrinas. Estas integrinas son glicoproteinas
heterodiméricas formadas por la asociacién de una subunidad a y una subunidad B, las
cuales constituiran los receptores plaquetarios para fibrindgeno (oyB3) , vitronectina (ayBs),
colageno (a,PB,), fibronectina (asB;) y laminina (agB1) [267], [268]. Al estabilizar la unién, las
plaguetas experimentan un cambio conformacional caracterizado por la extensidon de
pseuddpodos, reduciendo la resistencia al flujo y aumentando las posibilidades de reclutar

otras células y detener la hemorragia [269].

Activacién: Tras la adhesion, las plaquetas se activan rdpidamente y comienzan el proceso
de agregacion. El coldgeno es uno de los principales activadores plaquetarios, y es
especialmente relevante al comienzo de la hemostasis, cuando las primeras plaquetas
contactan con la superficie reactiva. Al unirse con la glicoproteina a,B;, el colageno
desencadena la liberacidn de agonistas como el ADP y el tromboxano A, (TXA;) agentes que
mediaran la activacion de las plaquetas circulantes en las proximidades del epitelio danado.
Los agonistas plaquetarios se unen a los receptores de membrana y estimulan la
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transduccion de sefiales, siendo mayoritaria la activacion de receptores acoplados a
proteina G y la participacidon tanto de PLC como PLA; en la cascada de sefializacion [270].
Dentro de los mecanismos derivados de la activacidon plaquetaria, la secrecion de vesiculas
intracelulares es un evento que alimenta de forma positiva el proceso de activaciéon. Los
granulos a y granulos densos son las principales vesiculas exocitadas, y en estas estructuras
se almacenan multitud de productos capaces de estimular a las plaquetas circulantes y
promover la reparacion del epitelio vascular. Dentro de estas vesiculas podemos destacar la
presencia de cationes divalentes (Ca2+ y Mg2+), ADP, serotonina, TXA,, epinefrina,
fibrindgeno, FVYW, factores IV, V, Xl y Xlll, factores de crecimiento derivados de plaquetas,
factores de coagulacion V y VI, ademas de receptores de adhesién entre otros productos.
El ion Ca®" juega un papel vital en el proceso de hemostasis, ya que, a excepcién de la
epinefrina, todos los agonistas plaguetarios inducen la movilizacién del Ca’* almacenado en
el sistema tubular denso y la entrada de Ca®* desde el medio extracelular [270], [271].

e La activacidon plaquetaria por el ADP es mediada por la unién a dos tipos de
receptores de membrana: P2Y, y P2Y,. La activacién de P2Y; desencadena el
aumento de la [Ca®'] citosdlica y la activaciéon de la PKC. Paralelamente, la sefial
dependiente del receptor P2Y, disminuye la [AMPc] en plaquetas, inhibiendo la
actividad de la PKA [270], [272].

e La trombina, el agonista plaquetario mds efectivo, es sintetizada gracias al
procesamiento de la protrombina por el factor V. Este evento tiene lugar tras la
activacion plaquetaria y la reorganizacién de los fosfolipidos de membrana en la cara
extracelular de la misma [273]. La cascada de sefalizacion dependiente de Ia
trombina es mediada por dos receptores con capacidad proteasa (PAR-1y PAR-4) vy,
al igual que se ha descrito tras la estimulacién con ADP, la trombina induce un
aumentando de la [Ca®"] citosdlica y la disminucion de la [AMPc] [272], [274], [275].

e EI TXA, es un potente agonista plaquetario producido a partir del 4cido araquiddénico
por la accion de la ciclooxigenasa-1. La actividad de este metabolito promueve el
“feedback” positivo de activacion de forma similar al ADP, siendo su efectividad
como agonista limitada por su corta semivida [270]. Al contactar con la membrana
de las plaquetas, el TXA, desencadena el proceso de activaciéon a través de un
receptor especifico. Dos variantes de este receptor, generadas a gracias a un proceso
de splicing alternativo han sido descritas en plagquetas humanas (TPa y TPB) [276],
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[277]. Ademads, el TXA, presenta capacidad vasoconstrictora, lo que favorece la
formacién del trombo tras la reduccién del flujo sanguineo.

e Otros productos de secrecidon plaquetaria, como la epinefrina, conducen la
activacidon plaquetaria sin mediar un cambio conformacional. Tras la estimulacion
plaquetaria por este agonista, se promueve la formacién del TXA, asi como su
secrecién junto a otros elementos [278]. Paralelamente, se ha propuesto la
capacidad de la epinefrina para potenciar la accién de otros agonistas plaquetarios
tras unirse a su receptor adrenérgico a,a [279].

e La serotonina es un potente vasoconstrictor que, tras ser secretado amplifica la
respuesta plaquetaria inducida por el ADP. Este efecto es desarrollado tras su unién
a los receptores acoplados a proteina G 5HT2A. Ademas, también se ha propuesto
qgue la serotonina favoreceria la hemostasis al retener proteinas procoagulantes,

como el fibrinégeno, en la superficie plaquetaria [280].

Agregacién: Proceso que consiste en la asociacion de plaquetas activadas con el fin de
formar un tapdn hemostdtico. Dentro de los agentes involucrados en este proceso destaca
la funcion de la integrina a;,Bs. En reposo, este receptor se encuentra en la superficie
plaguetaria de forma inactiva, estando bloqueada la unién a su ligando [281]. Tras la
activacion plaquetaria, esta integrina sufre un cambio conformacional que permite su
interaccidon con el fibrinégeno, el FVW y otras moléculas que contienen la secuencia
arginina-glicina-aspartato [265]. La unién del FVW a este receptor promueve la asociacién
del mismo con el fibrindgeno, proceso que es necesario para estabilizar la interaccién
plagueta-plagueta y desencadenar las sefiales responsables de mediar la agregacion
irreversible entre las mismas [266], [272]. Por tanto, el proceso de agregacion, que es
caracterizado por la unidon entre plaquetas y el cambio morfolégico de las mismas, es
considerado una respuesta bifasica. Una primera etapa, definida como un estado de
asociacién reversible, es seguida de una fase donde las plaguetas secretan el contenido de

sus granulos y los mecanismos de interaccidn cobran un caracter irreversible [278].
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Figura 16. Modelo esquematico del proceso de activacion plaquetaria y la formacion del trombo [282].

2.3.3 Papel del Ca** en la activacion plaquetaria:

Dentro de la fisiologia plaquetaria, los mecanismos de sefializacién basados en el ion Ca®
tienen una importancia crucial, destacando su intervencion en los mecanismos de
activacion, secrecidn y agregacion [116]. Las sefales de Ca?*involucradas en los procesos de
activacion plaquetaria son inducidas por la accidén de los agonistas anteriormente descritos;
estos agonistas determinaran el aumento de la [Ca®'] citoplasmética a través de la liberacion
de los depdsitos intracelulares o facilitando la entrada desde el medio extracelular. En
plaguetas, el sistema tubular denso es el mayor deposito intracelular de calcio, siendo la
isoforma SERCA2b la responsable del llenado del mismo [283], [284]. Paralelamente, los
depositos acidicos constituyen un acumulo auxiliar de Ca®', el cual es rellenado por la
isoforma SERCA3 [285], [286]. Estos depdsitos presentaran una funcionalidad
complementaria y serdan movilizados de forma diferencial dependiendo del agonista
implicado. Tras la estimulacién con ADP, unicamente el Ca’* localizado en el sistema tubular
denso serd movilizado. Por el contrario, agonistas con mayor potencia, como la trombina,
seran capaces de movilizar también los depésitos acidicos a través de la activacion de los

receptores PAR1 y PAR4 [287]. Simultdneamente, la entrada de Ca?* desde el medio

extracelular también se ha descrito como necesaria para alcanzar una activacion plaquetaria
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completa. Dentro de los mecanismos de entrada de Ca’* descritos en plaguetas es posible
destacar la entrada a través del receptor P2y, la entrada de Ca®* mediada por los segundos
mensajeros, la entrada de ca® dependiente de la la PKC y la tirosina cinasa Src y la ECC

[116], [288], [289], considerandose la Ultima como el mecanismo principal.

Las primeras evidencias de la funcionalidad de la ECC en la fisiologia plaquetaria fueron
publicadas por Sage et al. en 1989. En este trabajo, la entrada de Ca**inducida por trombina
fue analizada de forma indirecta a través del apagamiento de la sonda fura-2 por la entrada
de Mn?"[290]. Aunque la ECC habia sido registrada en megacariocitos y no era descabellado
suponer su presencia en plaquetas, la imposibilidad de realizar estudios electrofisiolégicos
en las mismas impuso una metodologia alternativa para estudiar este mecanismo de
sefializacion. [291]. En megacariocitos, la expresion de Orail y STIM1 es mediada por la
actividad del NF-KB, que se encuentra sobreactivado en estas células debido a la influencia
de la cinasa dependiente de suero y glucocorticoides [292]. Adicionalmente, los estudios
basados en plaquetas de ratdon carentes de STIM1 u Orail demuestran la funcionalidad de
estas proteinas en la activacion plaquetaria. En el primer caso, la ausencia de STIM1
ocasiond la inhibicidn tanto de la liberacién de Ca** desde los depdsitos intracelulares como
de la ECC, repercutiendo de forma negativa en la capacidad para formar trombos. De forma
similar, los procesos de ECC, la entrada de ca® operada por receptor y la activacién
plaquetaria inducida por agonista se inhibieron en ausencia de Orail, siendo este efecto
mas evidente cuando la activacién plaquetaria fue iniciada por la activacién del receptor de
colageno [293]-[296]. Dentro de la maquinaria celular asociada a la ECC, Redondo et al.
describieron la participacion de Orail en un complejo de sefalizacion junto con TRPC1,
TRPC6, el receptor de IPs tipo Il y SERCA3. Posteriormente, el papel de TRPC1 en los
procesos de agregacién de plaquetas humanas se vio reforzado por el trabajo de Galan y
colaboradores, resultado que contrastaba con los datos mostrados en plaquetas de ratones
deficientes en TRPC1, donde se presentaba una ECC y fenotipo normales en comparacion
con las plaquetas de ratones “wild-type” [243], [293], [294]. Esta discrepancia podria ser
justificada debido a las diferencias en los procesos de activacién plaquetaria entre especies.
Igual que sucede con TRPC1, no existe un consenso sobre el rol de TRPC6 en la fisiologia
plaguetaria. Autores como Paez Espinosa apoyan el rol de TRPC6 en la activacién
plaquetaria, describiendo aumentos en el tiempo de sangrado y la inhibicién de la capacidad

65



Antecedentes bibliograficos

trombogénica en las plaquetas de ratones TRPC6-KO [297]. Sin embargo, los trabajos
realizados por los grupos de Ramanathan y Albarran no han sido capaces de replicar estos
resultados y describen como normales los procesos de ECC y agregacion plaquetaria en las
plaguetas de ratones TRPC6-KO [298], [299]. No obstante, Albarran et al. observaron una
disminucién en la [Ca%*] citosdlica en las plaquetas TRPC6-KO en estado de reposo, siendo
esta diferencia atribuida a la capacidad de TRPC6 para controlar las fugas de Ca’* de los

depdsitos intracelulares [299].
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2.4. Cancer de mama:

2.4.1 Epidemiologia y factores de riesgo del cancer de mama:

Exceptuando el cancer de piel, el cdncer de mama femenino se convirtié en el tipo mas
comun de cancer a nivel mundial durante el afio 2020. Se estima que durante el afio pasado
se diagnosticaron 2,3 millones de nuevos casos, dato que representa el 11,7% del total de
nuevos casos de cancer diagnosticados [300]. Este hito refleja el aumento anual del 3,1% en
la incidencia del cdncer de mama a nivel global desde el afio 1980, siendo esta tendencia
paralela al crecimiento y envejecimiento de la poblacién [301]. Regiones como Norte
América, con mayores ingresos, presentan una incidencia local de 89,4 casos por cada
100.000 habitantes, mientras que regiones como Africa central y el este asiatico albergan
una incidencia mucho menor (32,7 y 26,2 casos por cada 100.000 habitantes
respectivamente)[300]. Esta diferencia podria atribuirse a una menor exposicién a los
factores de riesgo, pero también a la disparidad en la capacidad de diagnosticar la
enfermedad. En 2020, el cancer de mama fue la causa de 685.000 muertes a nivel mundial,
convirtiéndose en la quinta causa de muerte asociada al cancer [300]. Pero esta mortalidad
no se distribuye de forma homogénea por las diferentes regiones geograficas, siendo, como
cabia esperar, mayor en regiones con ingresos medios o bajos. Aunque con menor
incidencia, estas zonas presentan una mayor mortalidad debido a factores como el

diagnéstico tardio y la inaccesibilidad a tratamientos.

La epidemiologia del cancer de mama presenta diferencias claras entre paises, que no son
Unicamente achacables a factores culturales o el nivel de sensibilizacidén de la sociedad. La
implementacién de estudios epidemioldgicos ha permitido detectar multitud de factores de
riesgo relacionados con la aparicion del cancer de mama. Las hormonas sexuales podrian
influir en el desarrollo del cancer de mama por su capacidad para inducir la proliferacion
celular e incrementar la probabilidad de sufrir dafios en el ADN [302]. En consecuencia, la
aparicion temprana de la menarquia o la entrada tardia en la menopausia podrian aumentar
la probabilidad de desarrollar cdncer de mama. Factores como el embarazo, la lactancia o
una menor edad al primer parto se relacionan con un menor riesgo de sufrir cancer de
mama. Se ha propuesto que esta influencia es mediada por alteraciones en la sensibilidad

de las glandulas mamarias a las hormonas, reduccién del nimero de células madre o
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progenitoras y cambios en la expresidn génica, que inhibirian los procesos de proliferacién y
favorecerian la diferenciacidn celular [303], [304]. En los ultimos afios, se ha sugerido que el
uso de anticonceptivos hormonales podria aumentar el riesgo de desarrollar cancer de
mama, enfatizando la necesidad de adoptar otro tipo de medidas con el objetivo de reducir
el riesgo [305]. El consumo de alcohol, la obesidad, la inactividad fisica o la implementacion
de dietas proinflamatorias también se han relacionado con el desarrollo de este
enfermedad, estimandose que alrededor de un 20% de los casos a nivel mundial son

atribuibles a factores modificables [306].

Aproximadamente un 10% de los casos de cancer de mama se asocian a factores
hereditarios, aunque este porcentaje varia con frecuencia dependiendo de la etnia de la
poblacién, la edad a la cual se diagnostica el cancer o la tipologia del mismo [307].
Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, involucrados en la reparacién del ADN, presentan
una alta repercusién y se asocian con un riesgo elevado de desarrollar cdncer de mama. Las
mutaciones en estos genes tienen un patron hereditario autosémico dominante,
provocando la perdida de la funcidén en las proteinas resultantes [308]. Aunque en menor
medida, multitud de mutaciones en lineas germinales han sido descritas como factores de
riesgo en cdncer de mama. La mayoria de los genes relacionados se encuentran
involucrados en la reparacidn del ADN y de entre ellos destacan ATM, CHEK2, PTEN, STK1l o
TP53 [309].

2.4.2 Clasificacién del cancer de mama:

Basandonos en el perfil histolégico, el cdncer de mama se ha categorizado como carcinoma
in situ o carcinoma invasivo. Dentro de la denominacién de carcinoma mamario in situ,
encontramos a su vez una diferenciacién entre aquellos procesos de origen ductal o lobular.
De forma similar, el carcinoma mamario invasivo es un grupo que presenta una gran
heterogeneidad, abarcando los subtipos ductal infiltrante, lobular invasivo, mixto,
mucinoso, tubular, medular y papilar. El carcinoma ductal invasivo es la variante mas
comun, siendo responsable de en torno al 80% de las lesiones invasivas [310]. Marcadores
como el receptor de estrogenos (ER), el receptor de la progesterona (PR), o el receptor del
factor de crecimiento epidermal humano 2 (HER2) han sido utilizados de forma rutinaria en
el andlisis clinico de los casos de cancer de mama, debido a su alto valor predictivo y a su
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relevancia a la hora de determinar opciones terapéuticas de mayor especificidad. En
consecuencia, estos marcadores han sido utilizados como base para desarrollar una
clasificacién molecular del cdncer de mama, la cual diferencia entre 4 subgrupos [311]:

1. Luminal A: en este grupo encontramos carcinomas positivos para ER (ER+) y/o PR
(PR+) y negativos (expresion normal) para HER2. Constituye la forma mds comun en
la clasificacion molecular, siendo responsable de entre el 40% y el 50% de los
carcinomas mamarios invasivos; sin embargo, también es el grupo con mejor
prognosis [312], [313].

2. Luminal B: carcinomas ER+ y/o PR+ y positivos (sobreexpresién) para HER2. En
comparacion con el subgrupo luminal A, los tumores luminal B presentan una menor
expresion de genes asociados al ER, y mayor expresion de los genes dependientes
del HER2. Tienen peor prognosis que los tumores luminal A, aunque las personas
diagnosticadas con lesiones de este tipo pueden beneficiarse tanto del uso de
terapias hormonales como de quimioterapia [312].

3. HER2 sobreexpresado: carentes de ER y PR y positivos para HER2; este grupo
representa el 15% de los carcinomas mamarios invasivos y suelen manifestarse como
tumores con un comportamiento eminentemente agresivo. Sin embargo, este grupo
responde de forma positiva a las terapias dirigidas al HER2, siendo constante la
mejora de estas opciones terapéuticas y el manejo de la enfermedad [312], [314].

4. Basal o triple negativo: carentes de ER, PR y sin sobreexpresién del HER2, estos
tumores se caracterizan por su mayor capacidad proliferativa e invasiva. Constituye
la variante con peor prondstico, siendo la quimioterapia la Unica alternativa y
presentando recaidas entre el segundo y tercer afo tras la primera presentacién de

forma comun [312], [315].

La metdstasis es el proceso que engloba la diseminacion de las células cancerosas y la
formacion de nuevos tumores en una localizacién diferente a la lesidon primaria. Es un
proceso con una gran relevancia clinica, siendo responsable del 90% de las muertes
inducidas por el cancer [316]. La metdstasis abarca una serie de eventos secuenciales e
interrelacionados que comienzan con la escisién del tumor primario y la invasion del tejido
circundante. Posteriormente se produce la entrada de las células cancerosas al sistema
linfatico y/o circulatorio, facilitando su diseminacion. Por ultimo, tiene lugar la salida de los
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vasos sanguineos o linfaticos y la relocalizaciéon de las células cancerosas en un nuevo
6rgano, etapa que incluye la adaptacién al ambiente y la reprogramacion del estroma para
formar micrometdstasis [317]. La presencia de metastasis en el momento del diagndstico
del cdncer de mama es un marcador claro de la prognosis de la enfermedad. Los casos en
los que las células malignas se encuentran localizadas Unicamente en el I6bulo o en el ducto
mamario en el diagnostico muestran un 98% de supervivencia a los 5 afios. Sin embargo,
este porcentaje se ve reducido hasta el 83% si se observan signos de invasion en los nédulos
linfaticos regionales, y hasta el 23% si se observa metastasis distal durante el diagndstico
[318]. Dentro de la clasificacion molecular del cdncer de mama se han sefialado diferencias
en la capacidad y tendencia invasiva de los diferentes subtipos. Los tumores luminal A y
luminal B tienden a metastatizar en el hueso y los nddulos linfaticos; los tumores HER2
sobreexpresado muestran igualmente una tendencia por el hueso y los nddulos linfaticos
ademads de por el cerebro; mientras que el subtipo basal tendria preferencia por invadir los

pulmones y el cerebro [319].

2.4.3 Calcio y cancer de mama:

Histéricamente los procesos de seializacidn intracelular dependientes de Ca** han sido
considerados como irrelevantes para la fisiopatologia del cdncer. Teoria que, aunque se
haya demostrado errénea, reflejaba la linea de pensamiento predominante hace no muchos
anos, la cual sustentaba que estos mecanismos de comunicacidn se desarrollaban de forma
homogénea en todas las células no excitables [320]. En la ultima década, tras multitud de
avances en el conocimiento de la maquinaria celular involucrada en el desarrollo y control
de las sefiales de Ca®', esta maquinaria ha sido el objetivo de un amplio nimero de
herramientas terapéuticas, tanto para el cdncer como para otras enfermedades [321], [322].
Actualmente, no existen dudas sobre la relevancia de los mecanismos de sefializacién de
Ca’* en la aparicion y desarrollo del cédncer, siendo los procesos celulares de proliferacion,
migracion, invasion o muerte celular mediados gracias al control de las sefiales de Ca**. En
algunos subtipos de cancer se han descrito alteraciones en la maquinaria celular implicada
en la homeostasis del Ca®*. Dentro de estas son frecuentes los cambios en la expresién de
proteinas o la introducciéon de modificaciones post-traduccionales, adaptaciones que se

ajustan a los requerimientos de las células malignas [323].
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El cdncer de mama, como se ha descrito anteriormente, es una terminologia que engloba un
grupo heterogéneo de lesiones originadas en las gldndulas mamarias. Esta heterogeneidad
se refleja también en las adaptaciones de los mecanismos de sefalizacion de Ca”,
existiendo hasta la fecha un nimero reducido de estudios que relacionen los diferentes
subtipos de cancer de mama con la alteracion de algin elemento involucrado en la
sefializacién de Ca®*. Debido a su implicacion en los procesos de lactancia, el remodelado de
los sistemas de homeostasis del Ca** es una caracteristica del tejido mamario [324]. Por ello,
proteinas con un peso importante en este proceso, como PMCA2, ORAI1 y SPCA2 [325], se

han relacionado con la aparicién y desarrollo del cdncer de mama.

La implicacién de la ECC en la fisiopatologia del cancer de mama fue evidente desde los
primeros estudios que relacionaban esta enfermedad con la homeostasis del Ca?* [326]-
[328]. Actualmente, la ECC se presenta como un evento de vital importancia para el
crecimiento celular, proliferacién, migraciéon, metdstasis y resistencia a la apoptosis de los
diferentes subtipos de cancer de mama [324]. La sobrexpresion de los canales Orail se ha
descrito tanto en muestras de pacientes como en una gran variedad de lineas celulares de
cancer de mama. Dentro de las ultimas destacan las lineas MCF7 y MDA-MB-231, que son
los modelos més extendidos de las variantes ER" y triple negativo respectivamente [329],
[330]. En lineas celulares y muestras clinicas caracterizadas como ER* también se ha descrito
la sobreexpresion de Orai3. Modificacién que es dependiente de la actividad del ERa, y que
otorga a Orai3 el control de la proliferacidn y migracién de estas células [221], [331], [332].
Dentro de la familia de canales TRPC, tanto TRPC1 como TRPC6 se encuentran
sobrexpresados en algunas lineas celulares de cancer de mama, especialmente en aquellas
del subtipo basal [333]. Nuestro grupo identific6 a TRPC6 como parte de la maquinaria
celular anexa a la ECC en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF7. En
estos modelos, la actividad de TRPC6 es muy relevante en la ECC y el desarrollo de los
procesos de proliferaciéon, migracién e invasion. Papel que es desarrollado a través del
control de la expresidon de membrana de Orail y Orai3 en los respectivos modelos celulares

[330].
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Papel de la ECC en la proliferacidn y evasion de la muerte de las células de cancer de mama:

Multitud de estudios han identificado a la ECC como un mecanismo esencial para los
procesos de proliferacion y evasién de la muerte celular en el cancer de mama. Estudios in
vitro e in vivo han relacionado las elevadas concentraciones de Na* del microambiente
celular de los tumores mamarios con los procesos inflamatorios y el aumento de la
proliferacién celular. En estos estudios, el incremento de la concentracién de Na*
extracelular es descrito como un evento capaz de activar la ECC, mecanismo que es mediado
por la sobreexpresion de la SIK3 [334]. Ademas, el aumento en la actividad de los canales
Orail por esta via habilita la sobrexpresién de las glicoproteinas P, agentes que promueven
la quimio-resistencia al ser capaces de expulsar los fdrmacos al exterior celular [334], [335].
SPCA2, la bomba ATPasa de Ca’* del aparato del Golgi, también ha sido involucrada en los
mecanismos de proliferacién del cancer de mama. Durante el proceso de lactancia, la
expresion de SPCA2 aumenta en las células del epitelio mamario [325], y esta misma
alteracion se ha descrito en un niumero elevado de muestras de cdncer de mama. En este
contexto, SPCA2 media una entrada de Ca** no capacitativa a través de los canales Orail,
promoviendo la activacién de NFAT1, la proliferacion celular y la progresién de la
enfermedad. Otro factor ambiental determinante para la aparicion y desarrollo del cancer
de mama son los depdsitos de coldageno del tejido mamario. Un estudio reciente ha
desvelado la capacidad del colageno para promover las caracteristicas tumorales de las
células MCF7 y evitar la muerte celular. Esta influencia es mediada por la sobreexpresién y
colocalizacién de los canales de membrana K,10.1 y Orail, asociacidon que determina la
conduccidn de una entrada de Ca** constitutiva en estas células [336]. Paralelamente, Orai3
también promueve la proliferacion de las células MCF7 a través de su influencia positiva
sobre la expresion del oncogen c-myc, proceso que se ha descrito como dependiente de la
activacion de la cinasa MAP [332]. Por ultimo, se ha descrito como la sobreexpresion y
aumento de la actividad de Orai3 provoca la activacion de la via PI3K/Sgk-1/Sek-1 y la
degradacion del supresor tumoral p53, contribuyendo con ambos factores a los procesos de

evasién de la muerte celular en algunos tumores mamarios [337].
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Papel de la ECC en la migracidén, metastasis y angiogénesis de las células de cancer de mama:

Dentro de la maquinaria implicada en los procesos de migracion del cdncer de mama, la ECC
también desarrolla un papel crucial. Gueder et al. han descrito como la inhibicién de la a-
glucosidasa, en las células MCF7 y MDA-MB-231, reduce la expresion de STIM1 y la ECC. Esta
alteracion conduce a la reduccidon de la expresidon de la integrina-f1, la inhibicién de la
fosforilacidon de la cinasa de adhesién focal (FAK) y la inactivacion de las cinasas reguladas
por sefiales extracelulares (ERK1/2); cambios que resultan en una menor velocidad en la
renovacion de la adhesion focal y la reduccién de la capacidad migratoria de las células de
cancer de mama [338], [339]. Yu et al. han descrito una relacidn negativa entre la actividad
del eje enzima convertidora de angiotensina ll/angiotensina 1-7/MAS y la capacidad
metastdtica de las células de cdncer de mama. La activacion de este eje, de especial
relevancia en el microambiente tumoral, inhibe la capacidad metastatica del cancer de
mama a través de una disminucién de la ECC, el bloqueo de la sefial PAK1/NF-¢B/Snail, y el
aumento de la expresion de E-caderina [340]. En células MCF7, la ECC mediada por Orai3 ha
sido descrita como un evento clave para el desarrollo de la migracién celular. Este rol es
mediado gracias a la capacidad de Orai3 para activar NFAT y ERK1/2, ademas de promover
la fosforilacion de FAK. La transicion desde un estado epitelial a un fenotipo mesenquimal
(EMT), mas invasivo, es un proceso que ha sido ampliamente relacionado con la metastasis
del cancer de mama. Recientemente, un mecanismo regulador entre la actividad del factor
de transcripcién Oct4 y los eventos dependientes del factor de crecimiento transformante 3
(TGFB) ha sido propuesto como el mecanismo responsable de controlar esta
transformacién. En lineas celulares como las MCF7, la expresiéon de Oct4 predomina
imponiendo el fenotipo epitelial; por el contrario, al estimular las MCF7 con TGFB se
desencadena el proceso de EMT. Durante este proceso, la expresion de Oct4 es inhibida y la
ECC es potenciada gracias a la sobrexpresion del tandem STIM1-Orail [341]. Recientemente
la actividad de STIM1 y STIM2 se ha involucrado en los procesos de EMT inducidos por
TGFB; sin embargo, aunque ambas proteinas serian capaces de mediar la ECC tras la
estimulacién por este factor, Unicamente STIM2 estaria involucrado en los mecanismos de
entrada de Ca** operados por receptor durante el proceso de transicin [342]. La hipoxia es
otro estimulo capaz de inducir la EMT y promover procesos como la migracidn, invasién y
angiogénesis en las células de cancer de mama triple negativo. Tras la hipoxia, Liu et al. han

descrito un aumento en los procesos de sefalizacidn dependientes de Notch y la
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consecuente sobrexpresion de Orail, alteracidn que determina un aumento en la ECCy la
activacion de los mecanismos dependientes de Orail. En este eje, la actividad de NFAT4 es
de especial relevancia ya que serd el encargado de mediar los procesos de invasion y
angiogénesis [343]. Paralelamente, en las células MDA-MB-468 la EMT inducida por hipoxia
se ha relacionado con la sobrexpresién de TRPC1, siendo la actividad de este canal capaz de
controlar el estado de fosforilacién de Akt y la expresidn del factor inducible por hipoxia 1a
(HIF 1a) [333]. La implicacion TRPC1 en la EMT ha sido confirmada en una amplia variedad
de lineas celulares de cancer de mama, mostrandose evidente que la expresiéon de TRPC1
estd relacionada de forma directa con la capacidad de estas células para desarrollar la EMT

inducida por TGFB [344], [345].

Debido a su relacion con la mitocondria, la ECC también ha sido involucrada en el
metabolismo celular, interaccién que ha cobrado un especial interés en algunos modelos de
cancer de mama. La relacién entre la ECC y la mitocondria es articulada por la proteina
MCU, habiendo sido observada la sobrexpresién de este canal en multitud de muestras de
cancer de mama. Esta alteracion promueve la captacién de Ca®" por la mitocondria, la
produccidén de especies reactivas de oxigeno y la capacidad migratoria de las células
malignas. Consecuentemente, el silenciamiento de MCU, o su inhibicién por el agente rojo
de rutenio, ha demostrado inhibir la ECC y la capacidad migratoria de las células MDA-MB-

231 [346].

Papel de la ECC en el desarrollo de farmacos antitumorales contra el cdncer de mama:

Atendiendo a la importancia de la ECC en la fisiopatologia del cancer de mama, multitud de
estudios estdan enfocando el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos sobre este
mecanismo de sefalizacién. Ensayos in vitro han mostrado la mayor capacidad anti-
proliferativa de aquellos inhibidores de tirosina cinasa que también son capaces de inhibir la
ECC, en comparacién con aquellos inhibidores que no tienen efecto sobre la ECC [347].
Recientemente, ensayos in vitro en células MDA-MB-468 han demostrado que los
inhibidores farmacolégicos de SOCE, SYNTA66 y YM58483, reducen la proliferacion y
migracion de este modelo tras una amplia variedad de estimulos [348]. Chakraborty y sus

colaboradores han descrito el potencial antitumoral del compuesto Phemindole, un
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derivado del 3,3'-diindolilmetano. El efecto negativo de Phemindole sobre la viabilidad de
células de cancer de mama triple negativo se ha justificado debido a la disminucién en la
expresion de STIM1 y la reduccidn de su colocalizacién con Orail, resultando en un aumento
del stress reticular, disminucidn de la ECC y la muerte celular [349]. Las posibilidades que
ofrece Orai3 en la generacién de nuevos farmacos contra el cancer de mama, al igual que
para otras tipologias de cancer, no han pasado inadvertidas para la comunidad cientifica.
Focalizar la accién de los nuevos agentes terapéuticos sobre Orai3 podria eliminar la
problematica asociada a la inhibicion del canal Orail, mucho mas ubicuo. Opcién que ha
resultado ser contraproducente para algunos quimioterapicos capaces de inducir estrés
reticular. Ademas, se ha comprobado como este enfoque terapéutico ejerce una influencia
negativa sobre la respuesta inmune antitumoral de las células T CD8", donde la ECC es una
evento crucial [350], [351]. Por el contrario, esta idea ha sido recientemente cuestionada
tras la publicacién de un articulo que describe como la inhibicién parcial de Orail resulta en
un aumento de la actividad anticancerigena de los linfocitos T citotéxicos y células natural

killer [352].
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3. Objetivos:

1.- Explorar la funcionalidad de la proteina filamina A dentro del mecanismo de ECC, asi

como su influencia sobre la interaccidon entre STIM1 y Orail.
2.- Definir el papel funcional de la adenilato ciclasa 8 en la regulacion de la ECC y su
influencia sobre la capacidad migratoria y proliferativa de las células de cancer de mama

triple negativo.

3.- Caracterizar el papel del canal TRPC6 en la homeostasis de la concentracion de Ca®

citosélico y reticular basal en las células de cdncer de mama caracterizadas como ER+.
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3. Objectives:

1.- To ascertain the functional role of filamin A in SOCE, as well as its influence on the

STIM1-Orail interaction.

2.- To define the functional role of adenylyl cyclase 8 in the regulation of SOCE and its

relevance in the migratory and proliferative capability of triple negative breast cancer cells.

3.- To characterize the role of TRPC6 channels in the homeostasis of resting cytosolic and

endoplasmic reticulum Ca”* concentration in ER+ breast cancer cells.
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Material y métodos:
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Material y métodos

4. Material y métodos:

La informacidn recogida en este apartado complementa las secciones de material y métodos
de cada una de las publicaciones que forman la presente Tesis Doctoral.

4.1 Reactivos: °

e 1, 4-ditiotreitol (DTT) -
ThermofFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos). °

e 8-Br-cAMP - Sigma (St Louis,

Estados Unidos). °

e Acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) - Sigma (St Louis, Estados
Unidos).

e Acido tetracético etilenglicol
(EGTA) - Sigma (St Louis, Estados
Unidos).

e Albumina de suero bovino (BSA) -

Sigma (St Louis, Estados Unidos).

e Apirasa - Sigma (St Louis, Estados °

Unidos).

e BAPTA-AM —Sigma (St Louis,

Estados Unidos). °
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Blotting paper — Amersham
Biosciences (Amersham, Reino

Unido)

Brefeldina A - Sigma (St Louis,

Estados Unidos).

Carbamilcolina Clorhidrato
(Carbacol) - ThermoFisher
Scientific (Waltham, Estados
Unidos).

Clean-Blot™ - ThermoFisher
Scientific (Waltham, Estados
Unidos).

Cloruro calcico (CaCl,) -
ThermoFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos).

DharmaFECT agente de
transfeccion - Dharmacon Inc

(Lafayette, Estados Unidos).

Dimetil sulfoxido (DMSO) -
ThermoFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos).
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Dodecilsulfato sddico (SDS) - Sigma

(St Louis, Estados Unidos).

Endotelina 1 - Sigma (St Louis,

Estados Unidos).

Fura-2-acetilmetil éster (fura-
2/AM) - Molecular Probes (Leiden,

Paises Bajos).

Glucosa - Sigma (St Louis, Estados

Unidos).

HEPES - Sigma (St Louis, Estados
Unidos).

Inhibidores de proteasas - Roche

(Basilea, Suiza).

lonomicina - Sigma (St Louis,
Estados Unidos).

Kit de Acido bicinconinico (BCA) -
ThermoFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos).

Kit de Bromodeoxiuridina (BrdU) -
BioVision Inc (Milpitas, EEUU).

KT5720 - Sigma (St Louis, Estados
Unidos).
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Lipofectamina RNAIMAX -
Invitrogen (Carlsbad, CA, Estados
Unidos).

Marcador de peso molecular - Bio

Rad Laboratories Inc (Hércules,

Estados Unidos).

Membrana de nitrocelulosa —
Amersham Biosciences

(Amersham, Reino Unido).

Penicilina/Estreptomicina -
ThermoFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos).

PNGasa F de Elizabethkingia
miricola - Promega (Madison,

Estados Unidos).

Prostaglandina I, - Sigma (St Louis,

Estados Unidos).

Bolitas de agarosa conjugadas a
proteina A - Merck-Millipore

(Burlington, Estados Unidos).

Resinas de agarosa conjugadas con
estreptavidina de alta capacidad -

Sigma (St Louis, Estados Unidos).
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Suero de caballo (HS) -
ThermoFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos).

Suero fetal bovino (FBS) -
ThermokFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos).

Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin -
ThermoFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos).

SuperSignal® West Dura -
ThermoFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos).

Sustrato fluorigénico de la Caspasa
3 - Sigma (St Louis, Estados
Unidos).

Tapsigargina (TG) — Sigma (St

Louis, Estados Unidos).
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TPEN - Sigma (St Louis, Estados
Unidos).

Tripsina 5% EDTA 10X -
ThermoFisher Scientific (Waltham,

Estados Unidos).

Trizol - ThermoFisher Scientific

(Waltham, Estados Unidos).

Trombina - Sigma (St Louis,

Estados Unidos).

Turbofect agente de transfeccion —
Invitrogen (Carlsbad, CA, Estados
Unidos).

Tween-20 - ThermoFisher
Scientific (Waltham, Estados
Unidos).
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4.2 Anticuerpos:
Dilucion Western Blotting /
Anticuerpo: Hospedador Epitopo.
tiempo de incubacion.
Anticuerpo anti-inmunoglobulina G de conejo conjugado con
lgG y cadena ligera de otras
peroxidasa de rabano - Jackson laboratories (West Grove, Estados Cabra. 1:10000 /1 H.
inmunoglobulinas de conejo.
Unidos)
Anticuerpo anti-inmunoglobulina G de ratén conjugado con peroxidasa IgG y cadena ligera de otras
Cabra. 1:10000 /1 H.
de rabano - Jackson laboratories (West Grove, Estados Unidos). inmunoglobulinas de ratén.

Anticuerpo policlonal anti-fosfo-Filamina (pSer2152). Conejo. Residuo Serina 2152 fosforilado 1:1000 / overnight.
Anticuerpo policlonal anti-Filamina — Bionova (Madrid, Espafia). Conejo. Residuos 2597-2647 1:1000 / overnight.
Anticuerpo monoclonal anti-Filamina — ThermoFisher Scientific

Raton. No especificado. 1:1000 / overnight.
(Waltham, Estados Unidos).
Anticuerpo policlonal anti-Adenilato ciclasa 8 - ThermoFisher Scientific Aminodcidos 946-972 de la regién
Conejo. 1:1000 / overnight.
(Waltham, Estados Unidos). central de la AC8 humano.
11 aminodcidos del extremo
Anticuerpo anti-B-actina - Sigma (St Louis, Estados Unidos). Conejo. 1:10000 /1 H.
carboxilo de B-actina.
Secuencia de aminodcidos del FAK
Anticuerpo monoclonal anti-FAK - Abcam (Cambridge, Reino unido). Conejo. 1:2000 / overnight.

humano entre 700-800.
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Anticuerpo monoclonal anti-FAK fosforilado- Abcam (Cambridge, Reino

Y-397 fosforilado. Secuencia no

Conejo. 1:1000 / overnight.
unido). especificada.
Aminodacidos 288-301 de Orail
Anticuerpo policlonal anti-Orail - Sigma (St Louis, Estados Unidos). Conejo. 1:500/ 2 H.
humano.
19 aminodcidos del extremo
Anticuerpo monoclonal anti-Orai3 - Sigma (St Louis, Estados Unidos). Ratén. 1:500 / overnight.
carboxilo de Orai3.
Aminodcidos 25-1 TIM1
Anticuerpo monoclonal anti-STIM1 - BD Transduction Laboratories Ratdn. minodcidos 25-139 de S 1:500/ 2 H.
(Franklin Lakes, Estados Unidos) humano.
Anticuerpo policlonal anti-STIM2 - ThermoFisher Scientific (Waltham, 18 aminodcidos del extremo 0.5-1:1000 /
Conejo.
Estados Unidos). carboxilo de STIM2. overnight.
Aminoacidos 573-586 del TRPC6 de
Anticuerpo policlonal anti-TRPC6 — Origene (Rockville, United States) Conejo. 1:500 / overnight.
rata (2° loop extracelular).
Anticuerpo anti-antiphospho-elF2a Cell Signaling (Boston, Estados Ser51 fosforilada. Secuencia no
Conejo. 1:1000 / overnight.
Unidos). especificada.
Anticuerpo monoclonal anti-PMCA - ThermoFisher Scientific (Waltham,
Raton. No especificado. 1:1000/ 2 H.
Estados Unidos).
Anticuerpo monoclonal anti-fosfoserina - Merkmillipore (Burlington,
Raton. Fosfoserina unida a KLH. 2:1000 / overnight.

Estados Unidos).

Tabla 1. Listado de anticuerpos utilizados.
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4.3 siARNs y plasmidos:

ARN de interferencia para FLNA - Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, Estados Unidos).
ARN de interferencia para Adenilato ciclasa 8 - ThermoFisher Scientific (Waltham, Estados
Unidos).

ARN de interferencia para Orai3 - Sigma (St Louis, Estados Unidos).

ARN de interferencia para STIM2 - Sigma (St Louis, Estados Unidos).

ARN de interferencia control negativo - Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, Estados
Unidos).

ARN de interferencia control negativo - ThermoFisher Scientific (Waltham, Estados Unidos).

Plasmido de sobreexpresién pcDNA-myc-FLNA-WT, cedido por el Dr. Blenis, Universidad de
Harvard, Boston, MA, Estados Unidos.

Plasmido de sobreexpresién pcDNA-myc-FLNA-S2152A, cedido por el Dr. Blenis Universidad
de Harvard, Boston, MA, Estados Unidos.

Plasmido de sobreexpresién de Orail (YFP-Orail), cedido por el Dr. Christoph Romanin,
Universidad de Linz, Linz, Austria.

Plasmido de sobreexpresién del fragmento OASF (YFP-OASF), cedido por el Dr. Christoph
Romanin, Universidad de Linz, Linz, Austria.

Plasmido de sobreexpresion de Adenilato ciclasa 8 (YFP-AC8), cedido por la Dr. Michelle
Halls, Monash university, Melbourne Australia.

Plasmidos de sobreexpresion de mutantes de Orail: Flag-Orail-S27A/S30A y Flag-Orail-
S27D/S30D, cedidos por el Dr. Agustin Guerrero, CINVESTAV, Mexico.

Plasmido de sobreexpresion mutante de Orail: G-GECO1.2-Orail el Dr. Michael Cahalan
(Addgene plasmid #73562).

Plasmido de sobreexpresion pCMV R-CEPIAler, cedido por el Dr. Masamitsu lino (Addgene
plasmid # 58216).

Plasmido de sobreexpresion del dominante negativo del TRPC6 (dnTRPC6), cedido por la Dr.
Kristina Friedland, Universidad Friedich-Alexander, Niirnberg, Alemania.

Plasmido de silenciamiento del TRPC6 (shTRPC6), cedido por la Dr. Kristina Friedland,

Universidad Friedich-Alexander, Nirnberg, Alemania.
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4.4 Lineas de cultivo:

4.4.1 MCF-10A:

Linea celular epitelial mamaria no tumorigénica cedida por la Dr. Potier-Cartereau
(Université Frangois Rabelais, Tours, Francia). Originalmente esta linea fue extraida de una
donante caucdsica de 36 afios en 1984 [353]. Su contaje cromosdémico es proximo al
diploide, desarrollan un programa proliferativo y un arresto del crecimiento bien definidos,
no mostrando signos de diferenciacidn ni senescencia. La concentracion de Ca’*en el medio
tiene un efecto sobre la morfologia de las MCF-10A, las cuales son capaces de formar
estructuras acinares que asemejan a la anatomia mamaria in vivo. Esta linea celular se
cultivd a 37 °C, en condiciones de humedad saturada y con una presion parcial de CO, del
5% en medio DMEM-F12 suplementado con: suero de caballo (5% v/v), penicilina
(100U/mL), estreptomicina (100U/mL), insulina humana (10 pg/mL), toxina colérica (1
ng/mL), hidrocortisona (0.5 pug/mL) y factor de crecimiento epidermal (EGF) (10 ng/mL).

4.4.2 MCF7:

Linea celular epitelial adherente, extraida en 1970 de la efluxion pleural de una donante
caucasica de 69 afios diagnosticada con un carcinoma ductal invasivo [354]. Las MCF7
albergaban un nimero de cromosomas superior al triploide y retienen algunas de las
caracteristicas del epitelio mamario, como la capacidad de procesar el estradiol a través de
receptores estrogénicos citoplasmaticos. Presentan receptores para los estréogenos y
progesterona, siendo cominmente utilizada como modelo in vitro de cdncer de mama
luminal A. Esta linea celular se cultivé a 37 °C en condiciones de humedad saturada, con una
presidn parcial de CO, del 5% y en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10%

v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina (100U/mL).

4.43T47D:

Linea celular epitelial adherente, extraida en 1978 por I. Keydar de la efluxion pleural de una
donante caucdsica de 54 afios diagnosticada con un carcinoma ductal invasivo [355]. Las
T47D son células hipotriploides que presentan receptores para los estrégenos y
progesterona, y junto a la linea MCF7 son las células mas comunmente utilizadas en la

formacidon de modelos xenégrafos de cancer de mama luminal A. Recientemente, se ha
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propuesto la linea T47D como el modelo in vitro preferente para el estudio del céncer de
mama luminal A sensible a progesterona, presentando las MCF7 como insensibles a la
misma en presencia de estrégenos [356]. Esta linea celular se cultivé a 37 °C, en condiciones
de humedad saturada y con una presidon parcial de CO, del 5% en medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino (10% v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina

(100U/mL).

4.4.4 BT20:

Linea celular epitelial adherente, extraida del tejido tumoral primario de una donante
caucasica de 74 aiios diagnosticada con carcinoma ductal invasivo [357]. Las BT-20 son una
linea hiperdiploide categorizada como modelo de cancer de mama triple negativo. Se ha
descrito que las BT-20 expresan el ARN mensajero de un receptor de estrégenos, el cual
carece del exdn 5, ademds, también se ha registrado la expresion de los oncogenes WNT3 y
WNT7B [358]. A la hora de realizar experimentos funcionales con estas células, es
importante tener en cuenta que su crecimiento es inhibido por el factor de necrosis tumoral
alfa. Esta linea celular se cultivd a 37°C, en condiciones de humedad saturada y con una
presion parcial de CO, del 5% en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10%

v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina (100U/mL).

4.4.5 MDA-MB-468:

Linea celular epitelial adherente, extraida en 1977 de la efluxién pleural de una donante de
raza negra de 51 anos diagnosticada con un adenocarcinoma metastdtico de mama [359].
Las MDA-MB-468 son una linea celular aneuploide que es clasificada como triple negativo,
siendo comunmente utilizada en la formacion de modelos xendgrafos de este subtipo de
cancer de mama. Esta linea celular se cultivd a 37 °C, en condiciones de humedad saturada y
con una presion parcial de CO, del 5% en medio DMEM suplementado con suero fetal
bovino (10% v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina (100U/mL).

4.4.6 MDA-MB-231:

Linea celular epitelial adherente, extraida de la efluxién pleural de una donante caucasica de
51 afos, la cual fue diagnosticada con un carcinoma ductal invasivo [360]. Esta linea celular

aneuploide no presenta receptores para la progesterona, los estréogenos, ni el factor de
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crecimiento epidérmico; siendo ademas carentes de la E-cadherina. Ensayos de microarrays
han permitido caracterizar a las MDA-MB-231 como basal o triple negativo, conservando su
gran potencial proliferativo e invasivo en los ensayos in vitro. Esta linea celular se cultivd a
37 °C, en condiciones de humedad saturada y con una presion parcial de CO, del 5% en
medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10% v/v), penicilina (100U/mL) y

estreptomicina (100U/mL).

4.4.7 Hs578T:

Linea celular epitelial adherente, extraida en 1973 por A.J. Hackett, et al. de la efluxién
pleural de una donante caucasica de 74 afios diagnosticada con carcinoma ductal invasivo
[361]. Esta linea celular fue adquirida gracias a la cesion del Dr. Benitez (CNIO, Madrid,
Espaina). Las Hs578T son células hipotriploides caracterizada como triple negativo. Esta linea
celular se cultivé a 37 °C, en condiciones de humedad saturada y con una presion parcial de
CO, del 5% en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10% v/v), penicilina

(100U/mL) y estreptomicina (100U/mL).

4.4.8 M2y M2A7 (A7):

Las células M2 son una linea epitelial adherente, identificada originalmente en un estudio
basado en el cultivo de melanomas humanos primarios y metastaticos. La linea M2 fue
identificada por su movilidad y morfologia anormal [362], las cuales fueron posteriormente
relacionadas con la ausencia de filamina A [363]. La expresién de filamina A en las células
M2 es indetectable por anticuerpos anti-filamina A, mientras que, en otras lineas de
melanoma, caracterizadas por su mayor movilidad, esta proteina es expresada en una ratio
filamina/actina de entre 1:80 y 1:140. Posteriormente, la linea celular A7 se generé tras la
sobrexpresion de la filamina A en las células M2, siendo su ratio de expresién
filamina/actina cercano al encontrado en las lineas de melanoma filamina A+ “wild type”
(1:160) [363]. Tanto las M2 como las A7 se cultivaron a 37 °C, en condiciones de humedad
saturada y con una presion parcial de CO, del 5% en medio MEM suplementado con suero

fetal bovino (10% v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina (100U/mL).
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4.5 Preparacion de plaquetas:

Las muestras utilizadas se obtuvieron como donaciones destinadas a la investigacion por
parte del servicio de Hematologia General del Hospital San Pedro de Alcantara (Avenida
Pablo Naranjo Porras, s/n; Caceres). Todos los procesos se llevaron a cabo cumpliendo los
principios de la Declaraciéon de Helsinki y sus revisiones posteriores para estudios en
humanos, la Ley 14/2007 de investigacién biomédica, el Convenio del Consejo de Europa
relativo a los Derechos Humanos y de la Biomedicina, la declaracién de la Unesco sobre
genoma humano y derechos humanos, y la legislacion vigente en Espafia y la Unidn Europea
para tal fin. Asimismo, los experimentos realizados cumplieron también con los principios de

los comités de Bioética del Servicio Extremefio de Salud y de la Universidad de Extremadura.

Tras la recepcion de las muestras, y con el objetivo de evitar la activacidn plaquetaria y la
coagulacion sanguinea, la sangre obtenida se mezclé con una soluciéon de dacido citrico
dextrosa (ACD) en una proporcién 1:6 (ACD:sangre). Tras este paso, la sangre fue
centrifugada 5 minutos a 700 x g, dando como resultado tres fracciones bien diferenciadas:
en el fondo del tubo y formando una fase de color rojo se aglutinan los eritrocitos,
inmediatamente por encima de estos se localizéd un halo blanquecino donde se situan los
leucocitos; y en la parte superior, un liquido de color amarillento denominado plasma rico
en plaquetas (PRP). El PRP fue extraido y suplementado con acido acetilsalicilico (100 uM),
un inhibidor irreversible de la ciclooxigenasa COX-1, el cual es capaz de evitar la liberaciéon
de prostaglandinas plaquetarias. Ademas, con el objetivo de hidrolizar el ADP y ATP
secretado por las plaquetas, e impedir la activacion plaquetaria, se procedié a suplementar
el PRP con apirasa (40ug/mL). EI PRP suplementado se centrifugd a 350 x g durante 20
minutos para sedimentar las plaquetas en el fondo del tubo formando un pellet
blanquecino. Posteriormente se procedid a la extraccion del plasma pobre en plaquetas,
generado en el proceso de centrifugacion como sobrenadante, y se resuspendid el pellet en

buffer HBS suplementado con apirasa (40ug/mL).
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Solucion ACD:

Reactivos: concentracion
Acido citrico 85 mM
Citrato sddico 78 mM
Glucosa 111 mM
pH 7,4

Tabla 2. Composicion solucién ACD.

4.6 Transfeccion celular:

El proceso de transfeccidn celular se basa en la introduccién artificial de acidos nucleicos al
interior de una célula con el objetivo de producir modificaciones en el genoma y proteoma
celular [364]. El desarrollo de las diferentes técnicas de transfeccion ha posibilitado el
estudio de la funciéon y los mecanismos de regulacién de multitud de genes. Podemos
diferenciar entre transfecciones puntuales, en las que el acido nucleico es degradado tras un
periodo de tiempo variable, o transfecciones estables, donde la molécula introducida es
insertada en el ADN del hospedador, o se desarrollan otras metodologias para seleccionar
las células descendientes que conserven la molécula transfectada. Dentro de las
funcionalidades de esta técnica resaltan la posibilidad de inhibir o aumentar la expresién de
las proteinas de interés, sea en su forma nativa o habiendo introducido alguna modificacion.
En el desarrollo de este proyecto la inhibicidn de la expresion de las proteinas se consiguid a
través de la transfeccidén de ARN interferente pequefio (SiARN en inglés) y/o la transfeccidn
de pldsmidos que codificaban ARN de horquilla pequefio (shARN en inglés). Para introducir
los 4cidos nucleicos al interior celular se utilizé los reactivos de transfeccién DharmaFECT™,
Turbofect™ o Lipofectamina. Estos agentes estan compuestos por lipidos catiénicos que
recubren las moléculas de acidos nucleicos, facilitando su paso al interior celular sin ser
degradadas. La transfeccién de las células adherentes se llevd a cabo siguiendo las
indicaciones del fabricante, siendo adaptadas las condiciones a la linea celular utilizada:
1. La transfeccidn se realizé cuando el cultivo celular se encontraba en una confluencia
comprendida entre el 70% y el 90%.
2. El agente de transfecciéon fue mezclado con medio de cultivo sin suero y con el
plasmido o siARN que se deseaba transfectar. Tras ser incubada a temperatura

ambiente durante 30 minutos, la mezcla se anadié al cultivo. Esta incubacion
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favorece la asociacidén de las micelas lipidicas a las moléculas de acidos nucleicos,
aumentando la eficacia de transfeccion.

3. Los experimentos se realizaron 24 o 48 horas después de la transfeccién. Todas las
condiciones experimentales fueron comparadas con el respectivo control, habiendo
comprobado la eficacia de la transfeccion tanto por Western blotting como

visualizando los marcadores fluorescentes si los hubiese.

Soporte de Area de cultivo Volumen de Cantidad de ADNo Volumen de medio
cultivo: cm?’: agente de ARN: de cultivo carente
transfeccion: de suero:
Placa 90 mm 64 36 uL 12 pg 600 plL
Placa de 6 9.5 (pocillo) 9 uL 4 ug 200 plL
pocillos

Tabla 3. Condiciones mas comunes de transfeccion segun el soporte de cultivo.

Para transfectar las plaquetas, se preparé una dilucién que albergaba 2x10® plaquetas
por mL (diluidas en Tyrode’s buffer modificado). Seguidamente, se afiadié a este medio
40 nM del siARN y el volumen de Lipofectamina RNAIMAX recomendado por el
fabricante.

Medio Tyrode’s buffer modificado:

NaCl 138 mM
Dextrosa 55 mM
NaHCO3 12 mM

CaCl, 800 pM

MgCl, 400 pM

KCl, 2,9 mM
Na,HPO,4 360 uM

HEPES 20 mM

Prostaglandina I, 1uM
pH:7.4

Tabla 4. Composicion del medio Tirode’s buffer modificado

93



Material y métodos

La electroporacidn es un sistema de transfeccion fisica que permite introducir tanto acidos
nucleicos como otros elementos en el interior celular gracias a la utilizacion de pulsos
eléctricos con una duracién no mayor de un milisegundo. Tras la aplicaciéon de una corriente
eléctrica, se produce la desestructuracién de la bicapa de fosfolipidos y la formacién
temporal de poros en la membrana celular. A través de estos poros las moléculas presentes
en el medio extracelular podran acceder al medio intracelular. Para el presente trabajo, las
suspensiones de plaquetas fueron traspasada a una cubeta de electroporacién con 4 pg/mL
de anticuerpo anti-FLNA o anti-rabbit, de acuerdo con los métodos publicados
anteriormente [365]. La electroporacion fue llevada a cabo a 4kV/cm, con una capacidad de
25 microfaradios y siendo desarrollados 7 pulsos consecutivos. Posteriormente, las
plaguetas se dejaron en reposo y fueron incubadas con los anticuerpos durante 1 hora a 37
°C. Al término de la hora, las muestras se centrifugaron 20 min a 350 x g, siendo finalmente
las plaquetas resuspendidas en medio HBS y preparadas para la ejecuciéon de los
experimentos. Esta técnica fue implementada en un sistema de electroporacién Bio-Rad

Gene Pulser Xcell (Bio-Rad - Hércules, California, Estados Unidos).

Tampon HEPES salino (HBS):

HEPEs 10 mM
NaCl 145 mM
KCl 5mM

MgSQO, 1 mM

Diluir en H,O miliQ pH: 7,4

Tabla 5. Composicion del medio HBS.

4.7 Técnicas de aislamiento de proteinas:

4.7.1 Lisis celular:
Dependiendo la naturaleza de la muestra con la que se trabaja, existen multiples

metodologias de lisis celular. Tradicionalmente los métodos mecdnicos han sido utilizados
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para el procesamiento de tejidos, en la actualidad la mayoria de los laboratorios optan por
una combinacién de métodos mecanicos y quimicos. Dentro de los métodos quimicos, las
soluciones basadas en detergentes muestran una gran utilidad, destacando por su
capacidad para lisar las células y solubilizar proteinas. Por tanto, es preciso conocer las
propiedades de cada solucidén existente en funcidn del tipo del tejido, la localizacion de las
moléculas a estudiar y las técnicas que se pretendan realizar consecutivamente. En la

realizacidon de nuestros estudios hemos usado dos soluciones de lisis:

e Bufer de lisis RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay): solucion que tiene una gran
capacidad de lisis celular y para solubilizar proteinas, siendo considerada un estandar
en técnicas como el Western blotting. Su versatilidad se basa en la capacidad de
mantener las estructuras proteicas en su estado nativo ademds de minimizar
uniones inespecificas de proteinas. Estas propiedades son complementadas con la
posibilidad de incorporar inhibidores de proteasas y fosfatasas. Es posible utilizar
RIPA cuando se pretenda solubilizar todo el extracto proteico de la muestra, o en los
casos en los que las proteinas de interés se encuentren alojadas en membranas
lipidicas, no obstante, este tampdn es especialmente eficaz solubilizando proteinas

localizadas en el nucleo y organulos como la mitocondria.

Buffer de lisis RIPA: Buffer de lisis NP40:
Reactivos: Reactivos: Concentracion final: Concentracion final:
TRIS BASE 20 mM TRIS -HCI 40 mM
NaCl 316 mM NaCl 274 mM
EGTA 2 mM EDTA 4 mM
SDS 0,2% Glicerol 20%
Deoxicolato Sodico 2% IGEPAL Ca-630 2%
Triton x-100 2% Diluir en H,O miliQ pH 7,4

Diluir en H,O miliQ pH 7,4

Tabla 6. Composicion de las soluciones de lisis RIPA y NP40.
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e Bufer de lisis NP40: solucién ampliamente utilizada para la extraccidon de proteinas
citoplasmaticas y de membrana, la ausencia de surfactantes idnicos y la presencia de
glicerol hace que este bufer de lisis no altere las interacciones entre proteinas y por

consiguiente sea recomendado para ensayos de inmunoprecipitacion.

A la hora de realizar nuestros experimentos, el bufer de lisis RIPA fue utilizado de forma
general. Esta solucidn nos permite lisar los cultivos celulares a través de dos metodologias
diferentes:
1. Los cultivos celulares son tripsinizados, resuspendidos en medio de cultivo y
centrifugados (100 x g 5 min). El pellet resultante es lavado con PBS para eliminar
restos del medio y centrifugado de nuevo. Una vez retirada la solucién de lavado, el

pellet es resuspendido en RIPA 1X hasta conseguir una solucién homogénea.

2. Los cultivos celulares son lavados con PBS en el soporte de cultivo. Una vez retirada
de forma cuidadosa la solucién de lavado, 1 mL de RIPA 1X es aifiadido y extendido
por la superficie de cultivo. Las células son despegadas con ayuda de un rascador y el

lisado recogido y homogeneizado con una micropipeta.

Tampon fosfato salino (PBS):

NaCl 137 mM
KCl 2,7mM
Na;HPO, 5,62 mM
NaH,PO, 1,09 mM
KH2PO4 1,47 mM

Diluir en H,O miliQ pH: 7,42

Tabla 7. Composicion del medio PBS.

Estas variantes metodoldgicas se adaptaron a las necesidades de cada ensayo, siendo la
segunda técnica utilizada siempre que fue posible. Tras la lisis celular, las muestras fueron
sonicadas (20 kHz, 2 pulsos, 8 segundos) para asegurar una correcta disgregacion de las

membranas. Posteriormente, las muestras fueron depositadas en hielo durante media hora
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y centrifugadas a 16000 x g, durante 30 min, a 4 °C, con el objetivo de sedimentar los restos
celulares insolubles y extraer las proteinas localizadas en el sobrenadante. De forma
rutinaria el sobrenadante resultante tras este paso es la base de los experimentos
resumidos en este documento, en él se encuentran las proteinas pertenecientes a la
fraccién citosélica y de membrana. En experimentos concretos el pellet resultante tras la
centrifugacién de los lisados celulares fue solubilizado en Laemmli Buffer, procedimiento

gue posibilita el andlisis de las proteinas asociadas al citoesqueleto celular.

4.7.2 Cuantificacién de proteinas:

La concentracidon de proteina de todas las muestras empleadas en los diferentes estudios
fue determinada utilizando el método del acido bicinconinico (BCA), el cual fue adquirido a
través de un kit comercial: Pierce™ BCA Protein Assay ThermoFisher Scientific (Waltham,
Estados Unidos). El Ensayo de la BCA fue desarrollado por Smith et al., en 1985 y se basa en
la coordinacién de dos reacciones diferentes [366]. Inicialmente tiene lugar la reaccion de
Buiret, donde el Cu2+, en un medio alcalino, es reducido a cu por las proteinas de la
muestra. Posteriormente la asociacién de dos moléculas de BCA con el Cu'* produce una
coloracidn purpura. El complejo BCA/cobre es soluble en agua y presenta una relacién lineal
entre su absorbancia a 562nm y la concentracidn proteica de la muestra, esta caracteristica
nos permite determinar la concentracion proteica de los lisados celulares al comparar los
datos colorimétricos de los mismos con una recta patron obtenida a partir de
concentraciones conocidas de proteinas. Al contrario que los demds aminodcidos, la
cisteina, tirosina y el triptéfano tienen la capacidad de reducir los cationes de cu®,
favorecer la formacion del complejo BCA/Cu y aumentar la coloracién de la muestra. Este
hecho es un factor que no debe ser tenido en cuenta en las cuantificaciones estandar ya
gue, en estas condiciones, la reduccién del cobre es realizada mayoritariamente por el

esqueleto de aminoacidos presentes en la muestra.

En el desarrollo de nuestros experimentos, las cuantificaciones de proteinas se llevaron a
cabo a temperatura ambiente y realizando 4 mediciones por muestra. Para cada medicién,
se mezcld 12,5 pul de muestra con 100 pL de reactivo BCA (preparado inmediatamente antes

segun las especificaciones del fabricante). Tras una incubacién de 15 min en oscuridad se
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procedid a la lectura de la absorbancia a 562 nm en un lector de microplacas Gen5TM
BioTek (Vermont, Estados Unidos). Los valores resultantes fueron entonces extrapolados a

la curva estandar para calcular la concentracién proteica de las muestras.

4.7.3 Inmunoprecipitacion:

La inmunoprecipitacién es una técnica derivada de la cromatografia en columna que nos
permite aislar una proteina, o complejo proteico, estableciendo una interaccion entre la
misma y un soporte insoluble. Esta asociacion es mediada a través de un anticuerpo
preinmovilizado o no al soporte insoluble, el cual reconocerd la proteina de forma
especifica. En nuestros experimentos de inmunoprecipitacion, la concentracion y volumen
de los extractos proteicos fueron igualados antes de introducir el anticuerpo y el soporte
insoluble, siendo la concentracion de proteinas ajustada a 1 pg/uL siempre que las
condiciones experimentales lo permitieron. La concentracién del anticuerpo de
inmunoprecipitacidn varid entre 1y 2 ug/mL, dependiendo de las caracteristicas del mismo.
Como soporte insoluble, se utilizaron bolitas de agarosa recubiertas por proteina A, proteina
de la superficie de Staphylococcus aureis con gran afinidad por la cadena pesada de las
inmunoglobulinas. La mezcla compuesta por el extracto proteico, las bolitas de agarosa vy el
anticuerpo fue incubada durante toda la noche, a 4 °C, en agitacion constante. A la mafana
siguiente, el complejo bolita-anticuerpo-proteina fue sedimentado por centrifugaciéon y
aislado del sobrenadante. Por ultimo, el complejo de inmunoprecipitaciéon fue lavado con
PBS 3 veces, eliminando posibles uniones inespecificas, y resuspendido en Laemmli buffer

para su analisis por Western blotting.

4.7.4 Biotinilacion de proteinas de la superficie celular:

La biotina es una vitamina con una gran afinidad para unirse a la avidina y estreptavidina. La
interaccion entre la biotina y estos polipéptidos es una de las uniones no covalentes con
mayor estabilidad, permitiendo desarrollar multiples técnicas de aislamiento y purificacion
de proteinas. La biotina es una molécula de bajo peso molecular (244 Da) que puede ser
conjugada con otros elementos sin alterar su actividad bioldgica. Su conjugacion con el éster
N-hidroxisuccinimida (NHS) es cominmente utilizada para la biotinilacién de anticuerpos o

proteinas de membrana, posibilidad que viene asociada a la capacidad del NHS para unirse
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con los grupos NH, de las cadenas laterales de los residuos de lisina (K) y con el final de la

cadena polipeptidica.

La biotinilacién de proteinas permite caracterizar de forma sencilla su expresiéon en la
membrana citoplasmatica, tanto en estado basal como tras la estimulacion celular. En
nuestro caso las células fueron cultivadas en placas de Petri hasta que alcanzaron una
confluencia cercana al 90%. El dia del experimento las células fueron lavadas tres veces con
PBS atemperado a 4 °C (pH 8) y posteriormente incubadas 1 h con una solucién de sulfo-
NHS-LC-biotina (05 mg/mL). Esta incubacion se desarrollé6 en un agitador orbital en
presencia de hielo, siendo de gran importancia mantener las células refrigeradas para evitar
la internalizacidon de vesiculas y la consecuente biotinilacion de proteinas intracelulares.
Aunque esta posibilidad fue reducida con la adicién de sulfato sédico al éster para formar
sulfo-NHS-LC-biotina, modificacion que confiere polaridad y caracter hidrosoluble a la
molécula. Al término de la biotinilacion, el buffer fue retirado y los restos de biotina
existente tamponados con una solucién de Tris-Base (50 mM). Las células fueron lavadas 3
veces con PBS atemperado a 4 °C y lisadas con RIPA buffer 1X y con la ayuda de un rascador.
El extracto celular fue sometido al procedimiento descrito anteriormente en el aislamiento
de proteinas, siendo las muestras sonicadas y centrifugadas para precipitar la fraccién
insoluble. La concentracién proteica del sobrenadante fue igualada en el caso de ser
necesario y este fue incubado overnight con 30 uL de bolas de agarosa recubiertas de
estreptavidina. Al dia siguiente las bolas fueron aisladas mediante centrifugacién, lavadas
con PBS vy resuspendidas en Laemmli Buffer. Este ultimo paso permite eluir las proteinas

biotiniladas y prepararlas para ser analizadas mediante Western blotting.

4.8 Western blotting:
Desarrollada por Towbin y colaboradores en el afio 1979 [367], esta técnica es una de las

mas extendidas en los estudios de biologia celular y molecular, permitiendo identificar
proteinas especificas albergadas dentro de un complejo macroproteico. Podemos dividir el
Western blotting en cuatro fases: preparaciéon de las muestras, electroforesis, transferencia

a un soporte sélido y por ultimo marcaje con anticuerpos y deteccién de las proteinas.
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4.8.1 Preparacion de las muestras para realizar Western blotting:

Dependiendo de los objetivos del experimento, las caracteristicas de la proteina que se
deseen estudiar o el anticuerpo de deteccidn es posible establecer ciertas diferencias en la
preparacion de las muestras. En nuestro caso, la adiccidn del buffer Laemmli y la realizacién
de un choque térmico (95 °C 5 min) preparan las proteinas de la muestra para desarrollar de
forma exitosa las siguientes fases del Western blotting. El buffer Laemnli estd compuesto
por SDS, un detergente anidnico que desnaturaliza las proteinas rompiendo los enlaces no
covalentes y envolviendo la cadena peptidica con cargas negativas. La unién de las
moléculas de SDS al polipéptido en una proporcién de masas 1,4:1 otorga al segundo una
carga negativa proporcional a su tamafio e iguala la densidad de carga de todos los
polipéptidos de la muestra. Agentes reductores como el ditiotreitol (DTT) o el PB-
mercaptoetanol son también utilizados en este buffer para promover la ruptura de puentes
disulfuro intra e interproteicos. El desarrollo del choque térmico en compafia con estos
agentes asegura la desnaturalizacion de las proteinas, la ruptura de complejos
multiproteicos y facilita la deteccidn de los epitopos por parte de los anticuerpos. Por otro
lado, el glicerol y el azul de bromofenol son incorporados al buffer para facilitar la ejecucién
de la electroforesis. El primero aumenta la densidad de la muestra facilitando su manejo en
el medio acuoso donde se desarrolla la electroforesis, el segundo es un colorante anidnico

gue permite controlar visualmente la migracién de las proteinas durante la electroforesis.

Buffer Laemnli:

Trizma Base 70 mM
Glicerol 10%

Azul de bromofenol 0,002%
Dodecil sulfato sédico (SDS) 2%

H,0 miliQ -
Ditiotreitol (DTT) / B- 5%
mercaptoetanol
pH 7,4

Tabla 8. Composicion del buffer Laemnli.
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4.8.2 Electroforesis:

La electroforesis se fundamenta en la separacion de las proteinas de la muestra segun su
tamafio al ser forzadas a viajar a través de un gel de acrilamida gracias al establecimiento de
un campo eléctrico. Las proteinas, cargadas de forma negativa gracias al SDS, viajaran a
través del gel hacia el polo positivo con una velocidad (V) relacionada a la carga neta de las
mismas (Z), la fuerza del campo eléctrico a la que se ven sometidas (E) y la resistencia al

avance o friccion (F), siendo esta ultima dependiente del tamafio y forma de las mismas.
v (ExZ)
F

Composicion de los geles de acrilamida:

% del gel 4% (10 mL) 8% (10 mL) 10% (10 mL) 12% (10 mL)
Acrilamida-Bisacrilamida 1mL 2,02 mL 2,5mL 3mL
(39:1)
Tris 1,5 M (pH 8,8) - 2,5mL 2,5mL 2,5mL
Tris 0,5 M (pH 6,8) 2,5 mL - - -
SDS (10%) 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
Persulfato de amonio (AMPS) 10 mg 5mg 5mg 5mg
TEMED 10 pL 5L 5 ulL 5 L
H,0 miliQ 6,4 mL 5,38 mL 4,9 mL 4,4 mL

Tabla 9. Composicion de los geles de acrilamida elaborados para el desarrollo de la electroforesis.

En el desarrollo de nuestros experimentos se utilizaron geles de acrilamida discontinuos
elaborados en el propio laboratorio. El sistema discontinuo dispone inicialmente un gel de
carga, el cual presenta un pH ligeramente acido y contiene un porcentaje de acrilamida-
bisacrilamida del 4%. Este factor implica un tamano de poro que permite que todas las
proteinas viajen a la misma velocidad y se compacten en una pequena franja antes de
alcanzar el gel de separacidon. Posteriormente, se dispone el gel separador, el cual presenta
un pH basico y contiene un porcentaje de acrilamida-bisacrilamida variable entre el 7% v el

15% en funcion de las proteinas que se quisieron identificar. Segun varie este porcentaje se
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modificard la resistencia al avance de las proteinas, produciendo con ello perfiles de
separacion diferentes, factor que se debe tener muy en cuenta si se desea obtener una

buena resolucion en el revelado final.

Una vez cargadas las muestras en los pocillos del gel de carga, se programd un campo
eléctrico de 30 mA por cada gel durante dos horas. En este tiempo, los geles estuvieron
sumergidos en un tampdn salino denominado tampdn de electroforesis. Dentro de las
funciones de este destacaremos su importancia para el desarrollo del campo eléctrico y para
compactar las proteinas en la fase inicial del proceso. Los pocillos que quedaron vacios se
utilizaron para incluir una solucién denominada estdndar de proteinas coloreadas. Esta
solucién permite tener un control visual del perfil de separacién del gel y del tamafio de las

proteinas identificadas al finalizar el Western blotting.

Tampon de electroforesis (running buffer):

Trizma Base 25 mM
SDS 0,1%
Glicina 252 mM
H,0 miliQ

Tabla 10. Composicion del running buffer.

4.8.3 Electrotransferencia:

Una vez terminada la electroforesis se procedid a transferir las proteinas del gel a un
soporte sélido, donde las mismas sean mas accesibles a los anticuerpos utilizados con
posterioridad. Para ello utilizaremos membranas de nitrocelulosa con un tamano de poro de
0,2 um y un sistema de electrotransferencia semiseca. Dentro del sistema se disponen
cuatro capas de papel de transferencia a ambos lados del gel de acrilamida y la membrana
de nitrocelulosa. Esta estructura fue embebida en tampdn de transferencia sin inundar la
cubeta en ningin momento, permitiendo que la corriente pase de forma uniforme a través
de todo el sistema. Ademas de permitir el establecimiento de la corriente, el tampdn de
transferencia estabiliza la estructura del gel, asegurando su integridad durante la
transferencia y aumentando la resolucién del revelado final. La electrotransferencia se
desarrollé durante dos horas estableciendo una intensidad de corriente de 0,8 A/cm2 de

papel de transferencia.
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Tampon de electrotransferencia (blotting buffer):

Trizma Base 25 mM
Glicina 125 mM
Metanol 20%
H,0 miliQ
pH 7.4

Tabla 11. Composicion del blotting buffer.
4.8.4 Bloqueo:
Con el objetivo de bloquear todos los espacios de la membrana de nitrocelulosa que
hubieran quedado vacios tras la electroforesis, se incubaron las membranas con solucién de

bloqueo durante dos horas a temperatura ambiente y en agitacién moderada.

Solucién de bloqueo (blocking buffer):

BSA 10% p/v
Acida sddica 0,02% p/v
TBST
pH7,4

Tabla 12. Composicion del blocking buffer.

4.8.5 Incubacién con anticuerpos:

La fiabilidad del Western blotting se asienta en la especificidad de los sucesivos anticuerpos
frente a los epitopos hacia los que van dirigidos. Es importante recordar que para la
realizacion de esta técnica es necesario que los epitopos se encuentren dentro de la
secuencia lineal de la proteina, evitado el uso de anticuerpos que reconocen estructuras
terciarias o cuaternarias. Previo a la incubacion, los anticuerpos fueron diluidos en solucién
de blogueo a la concentraciéon recomendada por el fabricante. Una vez preparados, Las
membranas se incubaron con anticuerpos primarios especificos en agitacion constante y

durante un tiempo variable (ver tabla 1), oscilando entre una hora a temperatura ambiente
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y toda la noche a 4 °C. Al término de la incubacién del primario, este se retird y las
membranas se lavaron con una solucidn de lavado (TBST) 6 veces durante cinco minutos
cada vez. Estos lavados eliminan los restos del anticuerpo primario que hayan podido
guedar, evitando posibles sefales inespecificas en el revelado final. Tras los lavados, las
membranas se incubaron con anticuerpo secundario diluido 1:10000 en TBST durante una
hora a temperatura ambiente y en agitacidon constante. En este estudio se han utilizado
inmunoglobulina G especificas contra la regién constante del anticuerpo primario
(determinada por el animal de origen de este anticuerpo), las cuales estaban conjugadas a
una peroxidasa de rdbano picante (HRP). En otras ocasiones, principalmente en el
procesamiento de las muestras procedentes de inmunoprecipitaciones, se utilizé el reactivo
Clean Blot para detectar el anticuerpo primario. Este reactivo fue diluido (4:1000) en TBST e
incubado durante una hora a temperatura ambiente en agitacion constante. Al unirse
Unicamente a la estructura intacta de las inmunoglobulinas, el empleo de este reactivo
disminuye la sefal procedente del anticuerpo de inmunoprecipitacion, el cual ha
acompafiado durante todo el proceso a las proteinas inmunoprecipitadas. Por ultimo, se
retiré el anticuerpo secundario o Clean Blot y se repitié el protocolo de lavado de las

membranas para eliminar los restos de anticuerpo secundario que no se hubiera unido.

Solucién de lavado (TBST):

Trizma Base 20 mM
NaCl 137 mM
Tween 20 0,1%
H,0 miliQ
pH 7,4

Tabla 13. Composicion del TBST.
4.8.6 Revelado:
Este proceso se inicia con la incubacién de las membranas durante 5 min con el sustrato
especifico de la peroxidasa de rdabano picante (SuperSignal™ West Dura). Al reaccionar la
enzima con el sustrato el segundo es oxidado produciendo una quimioluminiscencia
prolongada, la cual fue detectada por un escaner digital Li-Cor C-digit (Lincoln, Nebraska,

Estados Unidos). Las imagenes resultantes se analizaron con el software Imagen J (NIH,
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Bethesda, EEUU), siendo medida la intensidad de las bandas mediante densitometria.

4.9 Determinacion de la asociacion entre proteinas con tincién de plata:

De forma paralela a los ensayos de coinmunoprecipitacién, se determind la interaccion
proteina-proteina a través de la técnica de tincion de plata. En esta técnica los lisados
celulares son incubados con bolitas de agarosa y un anticuerpo contra la proteina objetivo,
siguiendo la metodologia utilizada en la técnica de inmunoprecipitacion. Tras este paso, las
muestras son procesadas lavando las resinas de agarosa y afadiendo Laemmli buffer.
Consecutivamente, se separaron las proteinas de la muestra a través de su electroforesis en
un gel de acrilamida. Tras la electroforesis, los geles fueron fijados al sumergirse en una
solucién con etanol (50%) y acido acético (10%) durante 30 minutos. con el objetivo de
sensibilizarlos, los geles fueron incubados durante 15 min en un buffer compuesto por
etanol (30%), tiosulfato sédico (12,7 mM) y acetato sédico (0,82 M). Posteriormente, los
geles fueron lavados con agua destilada 3 veces durante 3 minutos cada vez. La tincién de
plata se realiz6 a través de la incubacion de los geles durante 20 min, en oscuridad y en una
solucion de nitrato de plata (12 mM). Tras la tincion, los geles fueron lavados con agua
destilada y revelados incubandolos con una solucion de carbonato sédico (2%) vy
formaldehido (37%), en vigorosa agitacion, durante 2 minutos. Por ultimo, los geles fueron
incubados en una solucion de parada, con EDTA-Na, (1,5%), y las bandas que coincidian con
el peso molecular estimado de las proteinas de interés fueron extraidas y analizadas por el
método de espectrometria de masas MALDITOF/TOF (Centro Nacional de Biotecnologia,

Madrid).

4.10 Determinacién de la [Ca®'] por métodos fluorimétricos:

4.10.1 Determinacién de la [Ca2+] citosélica mediante la sonda fura-2:

Fura-2/AM:

La sonda fura-2 acetoximetiléster (Fura-2/AM) es un fluoréforo de Ca®* que fue descrito por
primera vez en 1985 por Roger Tsien y sus colaboradores [368]. Desde entonces ha sido
ampliamente utilizado para estudiar aquellos eventos fisioldgicos en los que el ion Ca?* se ve

involucrado. Gracias a la presencia del grupo acetoximetiléster (AM), esta sonda es capaz de
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penetrar la membrana celular y alcanzar el citoplasma de forma pasiva. Aqui, las esterasas
citosodlicas librardn el grupo éster impidiendo que atraviese de nuevo la membrana
plasmatica y la de los organulos celulares. La Kq del fura-2 para el Ca* es aproximadamente
de 135 nM a 20 °C (pH 7,1-7,2) y de 224 nM a 37 °C (pH 7,8), caracteristica que permite
detectar variaciones de la [Ca®']. del rango nanomolar [368]. Fura-2 también es capaz de

unir otros iones divalentes como el Mn**, Sr** o el Zn**.

Fura-2 es un fluréforo que presenta dos longitudes de excitacién, una a 340 nm y otra a
380nm, y una longitud de onda de emisién a 505 nm. Cuando la sonda se asocia a Ca®* su
emision a 505nm tras ser excitada a 340 nm aumenta, mientras que la emisién a 505nm tras
ser excitada a 380 disminuye. Esta caracteristica permite utilizar esta sonda como
ratiométrica, obteniendo informacién de los maximos y minimos de emisién a 505 nm vy
presentando una ratio de estos valores. Las variaciones en el ratio entre la fluorescencia
emitida a 340 nm y 380 nm (340/380) son proporcionales a las variaciones en la [Ca*]
citosdlica hasta concentraciones del orden nM, evitando errores que puedan surgir de una
distribucién no homogénea de la sonda, carga deficiente del marcador y otros posibles
artefactos originados durante la manipulacién experimental [369]. Otra ventaja que ofrece
el fura-2 es su punto isosbestico (punto de isofluorescencia), el cual surge tras la excitacién
de la sonda a 360 nm. A esta longitud de onda el Fura-2 permite monitorizar cambios en la
fluorescencia no relacionados con variaciones en la [Ca2+], o apreciar el apagamiento de la

fluorescencia cuando la molécula se une a metales pesados como el Mn?%* [290].

Carga del indicador:

Las lineas celulares fueron incubadas con la sonda fura-2/AM a una concentracion de 2 uM
en el medio de cultivo celular. Las plaquetas, sin embargo, fueron incubadas en un medio
HBS suplementado con glucosa (1,8 mg/mL), BSA (1 mg/mL) y 1,8 mM de cloruro de calcio.
La incubacién se desarrollé durante 30 minutos a 37 °C en condiciones de oscuridad en
ambos casos. Terminado el tiempo de incubacidn, el medio fue retirado y las células fueron
lavadas con el tampdn HBS descrito anteriormente. Una vez lavadas, las células adheridas a
un cubreobjetos fueron montadas en una cubeta y mantenidas en medio HBS hasta

comenzar el experimento.
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Determinacién de la [Ca®*] citosdlica:

Para registrar la [Ca®'] citosdlica y las variaciones de esta en las células estudiadas se
utilizaron dos equipamientos. Para las células adherentes se utilizd un microscopio de
fluorescencia invertido Nikon Eclipse Ti2 (Tokio, Japdn) asociado a un sistema de adquisicion
y analisis de imdagenes para microscopia (NIS Elements Imaging Software). En
contraposicion, los experimentos que implicaban la determinacion de la [Ca®'] citosdlica en
células en suspensién fueron desarrollados utilizando un espectrofotémetro Cary Eclipse
(Varian Ltd., Madrid, Espafia). Durante el experimento, las células adherentes fueron
perfundidas continuamente con medio HBS, siendo excitadas alternativamente a 340/380
nm con la luz de una lampara de xenén pasada a través de un monocromador de alta
velocidad Optoscan ELE 450 (Cairn Research, Reino Unido). Tras ser observada a través de
un objetivo de aumento 40X, la emisién a 505 nm fue registrada usando una camara digital
refrigerada Zyla 4.2 (Andor, Reino Unido), y las imagenes procesadas con el sofware NIS-
Elements AR. La ratio de la fluorescencia (F340/F380) fue calculado en todos los pixeles y
fue presentada como AFs40/Fsg0. Para tratar las células se utilizd el sistema de perfusion
diluyendo los reactivos en HBS a la concentracién final deseada. De forma paralela, un
sistema de aspiracidn de vacio elimind los volimenes sobrantes. En el caso de los
experimentos desarrollados en el espectrofotémetro, la medicién de la [Ca®'] citosdlica y su
posterior calibrado se realizaron mediante el método desarrollado por Grynkiewicz en 1985,

aplicando para ello la siguiente formula:

R — Rmin " S_f
Rmax —R Sb

[Ca**citosstica = Ka *
e Ky = Constante de disociacion del fura-2 y el Ca®* (214 nM a 37 °C).
e R =Ratio de la muestra (340/380).
e Rpin= Ratio minimo cuando la [Ca2+] esigual a 0.
e Rpnax= Ratio maximo en condiciones de saturacion por Ca** del indicador.
e S;=Emision del fura-2 al ser excitado a 380.

e Sy _Emision del fura-2 al ser excitado a 340.
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Para obtener estos parametros, cada experimento realizado en el espectofluorimetro se
calibré al término. Esta calibracidn requiere de la saturacion del fura-2 con Ca2+(StJ y el Rmax),
proceso que se consiguidé con la lisis celular, afadiendo una soluciéon de Triton X-100
(0,05%), y la adicién de Ca** a la cubeta hasta alcanzar una concentracién de 10 mM. El Sy
el Rmin se obtuvieron afnadiendo una solucién con una concentracién elevada de EGTA (500

mM) y de Trizma Base (3M), consiguiendo con ello que el fluoréforo quede libre de Ca**.

Determinacion de la liberacién y entrada de Ca*";

La liberacién de Ca** inducida por TG se estimd calculando el area bajo la curva del
incremento de la [Ca?'] citosdlica durante los 150 segundos posteriores a la adicién del
compuesto, siendo esta estimacion corregida con la resta de la [Ca®'] citosdlica basal previa
a la adicion del estimulo y en ausencia de Ca?* extracelular. Del mismo modo, la entrada de
Ca*" inducida tras la adicién de CaCl, al medio extracelular se determiné calculando el area
bajo la curva del incremento de la [Ca?"] durante los 150 segundos posteriores a la adicion
de CaCl,, siendo esta estimacidn corregida con la resta de la [Ca2+] previa a su adiccion. Para
comparar la ratio del incremento exponencial de la fluorescencia del fura, las lineas fueron

—KlT)e—KZT
’

ajustadas a la ecuacion y = A(1 —e siendo Kj, la constante del crecimiento

exponencial, comparada entre los grupos experimentales.

4.10.2 Entrada inducida por el fragmento OASF:

La utilizacién de la TG como elemento desencadenante de la entrada capacitativa no
siempre se ajusta a las necesidades experimentales. Este reactivo produce un vaciamiento
de los depdsitos que no refleja ningln proceso fisioldgico de sefializacidén y provoca, tras un
periodo de tiempo prologado, la muerte celular. La utilizacion de proteinas mutantes, que
den lugar a dominantes negativos o elementos activados de forma anormal, ha sido de gran
utilidad para estudiar tanto la entrada capacitativa como otros muchos eventos implicados
en los procesos de sefalizacidn celular. Uno de estos mutantes es el fragmento OASF
(ORAI1-activating small fragment), descrito por Martin Muik y sus colaboradores, este
fragmento comprende la porcidn del extremo C terminal de STIM1 que abarca los
aminodcidos 233-474 [141]. OASF es capaz de activar de forma especifica y constitutiva los

canales formados por la familia Orai, siendo esta capacidad fundamentada en la ausencia de
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los segmentos aledafios de la secuencia de STIM1, donde se alojan los dominios inhibitorios
de esta proteina. Experimentalmente las células se transfectaron con el pldsmido YFP-OASF
durante cuarenta y ocho horas. Al término de este periodo, las células fueron incubadas con
la sonda Fura-2/AM siguiendo las pautas descritas anteriormente. Por tanto, con la
introduccién de esta molécula no es necesario el uso de TG o la estimulacién con agonistas
fisioldgicos para estudiar la entrada de Ca®" a través de los canales Orai. La adiccién al medio
de Ca”** provoca la entrada del mismo a través de los canales Orai preactivados y el

incremento en la ratio de fluorescencia del Fura-2.

4.10.3 Determinacién de la fluorescencia del Fura-FFP18:

Sonda anfipatica generada a partir del BAPTA FF6 que contiene una fraccién piperazina y
una cola hidrofébica de doce carbonos alifaticos, la cual habilita la incorporacién a la
membrana plasmdtica de esta molécula. El fura-FFP18 fue disefiado por Vorndran y sus
colaboradores con el objetivo de poder monitorizar las variaciones de la [Ca*'] en los
microdominios cercanos a la membrana plasmatica [370]. Al realizar los experimentos con
Fura-FFP18 las células fueron incubadas con 5 uM de esta sonda durante dos horas a 37 °C.
Posteriormente se ejecutd la misma metodologia que ha sido descrita anteriormente en el
apartado destinado a la monitorizaciéon de Ia [Ca2+] citosdlica con el fura-2/AM. Sin
embargo, las frecuencias de excitacion en este caso fueron 335/364 nm y la fluorescencia
emitida fue recogida a 490/502 nm respectivamente. La ratio de fluorescencia fue calculado

en todos los pixels y los datos fueron representados como AFzas/Fsea.

Los indicadores fluorescentes de la concentracion de Ca*, como el Fura2, han sido
ampliamente utilizado en los estudios de biologia celular durante las ultimas tres décadas.
Durante este tiempo, se han desarrollado multitud de esfuerzos para mejorar los
indicadores ya existentes y para desarrollar nuevos fluoréforos. El resultado de estos
esfuerzos son indicadores con propiedades radiométricas, con longitudes de onda mas
larga, con mejores relaciones entre sefial y ruido y con la posibilidad de ser codificados
genéticamente. Dentro de los fluoréforos de calcio codificados genéticamente (GECI),
GCaMP ha ostentado una gran popularidad. Originalmente, GCaMP estaba formado por una

proteina fluorescente verde (GFP) fusionada en el extremo N terminal a una cinasa de la
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cadena ligera de la miosina de pollo (M13), y a un dominio calmodulina en su extremo C
terminal. La unién del Ca** al dominio calmodulina permite un cambio conformacional y la
interaccion de esta regidn con la M13, este cambio en la estructura de la molécula provoca
una alteracion en la interfase entre la calmodulina y la proteina fluorescente, resultando en
el aumento de la emisién de luz por la segunda [371]. El avance de las técnicas de ingenieria
molecular ha permitido desarrollar indicadores de Ca** de gran especificidad que se basan
en la fusién de las sondas codificadas genéticamente con proteinas relevantes en la

homeostasis del calcio:

4.10.4 Determinacion de la fluorescencia del G-GEC0O1.2-Orail:

G-GECO01.2-Orail es una proteina de fusién compuesta por el canal Orail y una sonda de
calcio fluorescente (G-GECO1.2) acoplada en su extremo amino. Este mutante opera de tal
forma que la apertura del canal y la asociacién del calcio al dominio CaM produce un
aumento de su fluorescencia. Esta sefial permite registrar la emision intermitente
correspondiente a la apertura de un canal Orail individual, abriendo la puerta para estudiar
los procesos en los que Orail se ve involucrado, asi como para caracterizar el patrén de

actividad en cada uno de estos procesos [372].

Las células MDA-MB-231 fueron cultivadas sobre cubres y transfectadas con G-GECO1.2-
Orail. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccién, los cubres fueron montados en
una cdmara de perfusién y colocados en un microscopio de epifluorescencia invertido
(Nikon — Tokio, Japdn) con un sistema de adquisicién y andlisis de imagen NIS-Elements
(Nikon — Tokio, Japdn). Durante el experimento, las células fueron perfundidas de forma
continua con HBS suplementado con 0,1% (p/v) BSA y 0,18% (p/v) glucosa. Las células
fueron observadas con un objetivo de aumento 60X y excitadas utilizando un sistema de
laser confocal (Melles-Griot, USA) a 488 nm. La fluorescencia del GECO fue recogida a 515
nm antes de la adiccion de TG (basal: 100 HEGTA), durante 30 segundos después de la
adiccién de 1 uM de TG en ausencia de calcio extracelular y durante 30 segundos después
de la adiccidon de 1 mM CaCl,. Las imagenes fueron analizadas utilizando el software Imagen)

(NIH, Bethesda, MD, USA).
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4.10.5 Determinacion de la fluorescencia del R-CEPIAler:

El avance de las sondas codificadas genéticamente ha posibilitado el desarrollo y mejora de
fluoréforos que permiten monitorizar la concentracion de Ca* en espacios celulares muy
especificos de forma individual y multiple. Para monitorizar el contenido reticular de Ca®* en
el presente trabajo se utilizé la sonda R-CEPIAler (Calcium-measuring organelle-Entrapped
Protein IndicAtor1 ER). Sonda que fue desarrollada por Suzuki y sus colaboradores tomando
como referencia el indicador de calcio citosélico R-GECO1, e incorporando la secuencia de

localizacion propia del reticulo endoplasmatico a esta sonda [373].

Las células MCF7 fueron transfectadas con el plasmido pCMV R-CEPIAler y cultivadas sobre
cubres. Cuarenta y ocho horas de transfeccidn, las células fueron montadas en una camara
de perfusién y colocadas en un microscopio de epifluorescencia invertido (Nikon — Tokio,
Japén) con un sistema de adquisicion y andlisis de imagen NIS-Elements (Nikon — Tokio,
Japén). Durante el experimento, las células fueron perfundidas de forma continua con HBS
atemperado y suplementado con 0,1% (p/v) BSA y 0,18% (p/v) glucosa. Un objetivo de
aumento 100X se utilizd para visualizar las células y estas fueron excitadas con la luz de una
lampara de xenén pasada por un monocronador de alta velocidad Optoscan ELE 450 (Cairn
Research, Reino Unido) a 562 nm. La fluorescencia emitida fue registrada a 641 nm
utilizando una camara digital refrigerada Zyla 4.2 (Andor, Reino Unido) y se utilizé el
software NIS-Elements AR (Nikon - Tokyo, Japan) para almacenar y analizar las imagenes.
Por ultimo, con el objetivo de comparar la ratio de caida de la sonda R-CEPIAler tras la
adicién de ionomicina y TG, las lineas fueron ajustadas a la ecuacién y=AK+B donde la K

representaria la pendiente de la curva.

4.11 Determinacién de la proliferacién celular:

La capacidad proliferativa de las células se evalué a través de un kit comercial que emplea el
compuesto 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU). La BrdU es un andlogo de la pirimidina que es
incorporado en las cadenas de ADN sintetizadas en las células en division, en lugar de la
timina. Tras la incubacién con la BrdU vy la fijacién y permeabilizacion de las células, la BrdU
serad detectado por un anticuerpo primario especifico. Este anticuerpo sera detectado a su

vez por un anticuerpo secundario conjugado con una peroxidasa de rabano picante.
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Consecutivamente, al afiadir el sustrato de esta enzima, la 3,3',5,5'-tetrametil bencidina, la
reaccion entre la enzima y el sustrato produce un producto soluble azul que puede ser leido
por espectrofotometria a 655 nm. Por ultimo, un acido bloquea la reaccién y torna la
muestra de color amarillo pudiendo ser leida a 450 nm. La intensidad de la sefial sera
proporcional a la cantidad de BrdU incorporado en las células lo que nos permitird

cuantificar la proliferacion celular y comparar entre los diferentes grupos experimentales.

En nuestro estudio, las células MDA-MB-231 y Hs578T fueron transfectadas con los siARNs
para bloquear la expresion de AC8 o con los controles negativos correspondientes,
siguiendo el protocolo indicado con anterioridad. Cuarenta y ocho horas después de la
transfeccion, las células fueron levantadas y 5 x 10° células fueron sembradas en los pocillos
de una placa de 96 pocillos, siendo cultivadas durante 24 o 48 horas. El dia de la medicidn,
las células se incubaron con la BrdU durante 4 horas a 37 °Cy 5% de CO,. Al término de la
incubacién, el medio de cultivo se desechd y se incubd cada pocillo con 100 pL de solucidn
de fijacién/desnaturalizacién durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado
este tiempo, el buffer fue desechado y se incubaron los pocillos con el anticuerpo primario
anti BrdU (100 uL de la dilucidn final en cada pocillo) durante una hora con agitacion suave a
temperatura ambiente. Tras la incubacion del primario se realizaron dos lavados con 300 plL
de buffer de lavado cada uno. Después este paso, se incubaron los pocillos con el anticuerpo
secundario anti-ratén HRP durante una hora con agitacion suave a temperatura ambiente.
Tras repetir de nuevo los lavados, se afadié a cada pocillo 100 pyL de la solucién del
substrato TMB y se midid la absorbancia a 650 nm a los 30 minutos de afiadirlo, utilizando
un lector de placas (Epoch, Biotek - Swindon, Reino unido). Para terminar la reaccion se

anadid en cada pocillo 100 uL de “solucién stop” y se midio la absorbancia a 450 nm.

4.12 Determinacion de la migracion celular:

Para evaluar la capacidad migratoria de las células se utilizd el ensayo de cierre de herida.
Este protocolo se realizé siguiendo las recomendaciones de Liang y col. [374], aunque se
adaptd a nuestras condiciones experimentales. Asi, las células fueron sembradas en placas
de seis pocillos hasta alcanzar una confluencia cercana al 80%. Cuando las condiciones

experimentales lo demandaron, las células fueron transfretadas con siARNs para bloquear la
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expresion de AC8 o con los controles negativos correspondientes, siguiendo el protocolo
indicado con anterioridad. Una vez que las células ocuparon todo el espacio de cultivo
formando una monocapa, se realizaron, con una pipeta de plastico estéril de 200 pL, dos
heridas en cada pocillo. Tras la realizacion de la herida, las células fueron lavadas con PBS
estéril dos veces y posteriormente fueron cultivadas en DMEM suplementado con 1% SFB.
Las fotos de la herida fueron tomadas con un microscopio invertido de campo claro Nikon
Eclipse TS100 (Tokyo, Japan) a tiempo 0, a las 24 y a las 48 horas. Dependiendo de las
condiciones experimentales, una vez realizada la herida las células fueron estimuladas con
10 mM Carbacol, 300 uM 8-Br-cAMP o 1 uM KT-5720. El procesamiento de las imdgenes y la
medicion de las heridas fueron llevada a cabo utilizando el software Fiji ImageJ (NIH;

Bethesda, MD, USA).

4.13 Determinacion de la viabilidad celular:

Los experimentos de viabilidad celular tienen el objetivo de cuantificar la proporcién de
células vivas dentro de una poblacidn. Estas técnicas son comunmente utilizadas para
determinar el estado de salud de la poblacidén, monitorizar la respuesta de las células a un
estimulo o determinar las condiciones experimentales éptimas. Los ensayos de viabilidad se
fundamentan en parametros como el nimero de divisiones celulares, la medicién de la
actividad metabdlica, la concentracién de ATP, o la permeabilidad de la membrana celular
entre otros; ademas, suelen estar basados en la deteccidn de productos fluorescentes,
bioluminiscentes y colorimétricos. En el desarrollo de esta tesis se han utilizado el siguiente

ensayo:

4.13.1 Deteccidn de yoduro de propidio y calceina:

Uno de los aspectos a considerar al analizar la viabilidad celular es la perdida de la
integridad de la membrana. Multitud de ensayos de viabilidad se fundamentan en la
habilidad de las membranas intactas para impedir la internalizacién o la difusién de ciertos
marcadores. La mayor limitacién de estos ensayos consiste en la incapacidad para distinguir
entre células sanas y aquellas que no son viables pero se encuentran en un estado inicial de

su degeneracién.
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El marcador de fluorescente calceina-AM es un sustrato lipofilico que atraviesa las
membranas celulares de forma pasiva. Dentro de la célula, es hidrolizado por las esterasas
para formar un producto polar (calceina) que emite una fuerte fluorescencia verde (longitud
de onda de excitacién: 490 nm, longitud de onda de emisién 515 nm), marcando el
citoplasma de las células intactas. De esta forma, la utilizacién de este sustrato analiza tanto
la integridad de las membranas como la actividad de las esterasas. La calceina presenta una
baja sensibilidad a pH y buena retencidn, manteniendo la sefal varias horas después de ser
fijado. El yoduro de propidio es una tincion fluorescente que se intercala en las cadenas de
acidos nucleicos, pero que es incapaz de atravesar la membrana celular. En ausencia de
células, el yoduro de propidio presenta un maximo de excitacién/emision de 500/625 nm,
pero cuando este fluoréforo se asocia al ADN provoca un desplazamiento del maximo de
excitacion/emision hasta 540/640 nm, con un notable aumento de la fluorescencia. Debido
a su incapacidad para penetrar las membranas, este compuesto difundird atravesando las

estructuras desordenadas y marcara el nucleo de las células muertas.

En nuestras condiciones experimentales, las células MCF7 fueron cultivadas en placas de 6
pocillos hasta alcanzar una confluencia cercana al 80%. Una vez alcanzada, las células fueron
transfectadas con los plasmidos de silenciamiento del TRPC6, dominante negativo del
TRPC6, (shTRPC6 y DNTRPC6) o el correspondiente pldsmido vacio siguiendo las pautas
generales marcadas en los apartados anteriores. Cuarenta y ocho horas después de la
transfeccidn, las células se incubaron simultaneamente con 2 uM de calceina-AM durante
45 minutos y 4 UM de yoduro de propideo durante 30 minutos. Una vez terminada la
incubacién, ambos fluoréforos fueron visualizados utilizando un microscopio EVOS™ FL
auto 2 imaging system (Invitrogen - Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Para
recopilar la sefial de la calceina, se excitaron las células a 430 nm y se recopild la emision a
542 nm, de forma simultdnea y con el objetivo de visualizar el yoduro de propideo, se
excitaron las células a 555 nm y se recopild la sefial a 624 nm. EL analisis de las imagenes y
contaje de las células marcadas se llevd a cabo utilizando el software Fiji Imagel (NIH;

Bethesda, MD, USA).
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4.14 Determinacién de la muerte celular:

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada con caracteristicas
bioquimicas y morfoldgicas unicas, el cual desarrolla un papel esencial en la homeostasis de
los organismos multicelulares. Dentro de los eventos celulares que median la sefal pro-
apoptética, es necesario destacar la activacion de las caspasas, proceso que requiere la
protedlisis de las procaspasas y la posterior asociacién de las diferentes subunidades que
conforman la enzima [375], [376]. La actividad de las caspasas esta considerada como un
marcador de los procesos apoptéticos, siendo posible determinar su actividad de forma
relativamente sencilla tras la introduccidn de los diferentes substratos fluorigénicos. En el

desarrollo de esta tesis se han utilizado el siguiente ensayo:

4.14.1 Medicidn de la actividad de la caspasa-3:

La caspasa-3 es una caspasa ejecutora cuya actividad ha sido ampliamente descrita en el
desarrollo de la apoptosis, independientemente del origen intrinseco o extrinseco del
proceso [377]. Ademas, la actividad de la caspasa-3 es también relevante en la mediacion de
la apoptosis inducida por estrés reticular [378]. Para determinar la actividad de la caspasa-3
en nuestros estudios ha sido empleado un sustrato fluorigénico especifico (secuencia: Z-
Asp-Glu-Val-Asp-AFC). Conforme este sustrato es degradado por la encima, el fluoréforo
AFC que lleva integrado experimenta un cambio en su espectro de emisién, pasando de
emitir de azul a verde y permitiendo cuantificar la actividad de la encima en los extractos

celulares aislados.

En nuestras condiciones experimentales, las células MCF7 fueron cultivadas en placas Petri
hasta obtener una confluencia cercana al 80%. Una vez alcanzada, las células fueron
transfectadas con los plasmidos de silenciamiento del TRPC6, dominante negativo del TRPC6
(shTRPC6 y DNTRPC6) o el correspondiente plasmido vacio siguiendo las pautas generales
marcadas en los apartados anteriores. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccidn, las
células controles fueron tratadas con TPEN (200 uM) durante treinta minutos. Al finalizar el
tratamiento, todas las células fueron levantadas con la ayuda de un rascador y centrifugadas
durante 5 minutos a 100 G. Tras retirar el medio y realizar un lavado con HBS atemperado,

las células fueron lisadas con NP40 en ausencia de inhibidores de proteasas y suplementado
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con 5 mM de DTT. Los lisados fueron sonicados, depositados en hielo durante media hora y
centrifugados a 16000 x g durante treinta minutos. Posteriormente, la concentracién de
proteina de los sobrenadantes fue igualada tras ser cuantificada por el método de la BCA, y
250 pL de sobrenadante fueron mezclados con 2 mL de NP40 (suplementado con DTT 5 mM
y el substrato de la caspasa-3 8,25 mM). Tras incubar la mezcla a 37 °C durante dos horas, la
degradacion del substrato fue medida con un espectrofotémetro de fluorescencia
(excitacion/emisién 400/505 nm), y la actividad de la caspasa-3 calculada a partir de los

datos de degradacion del substrato siguiendo las especificaciones del fabricante.

4.15 Determinacion de la agregacién plaquetaria:

Los ensayos de agregacidon plaquetaria permiten cuantificar la habilidad de los diferentes
agonistas, o condiciones experimentales, para inducir o influenciar la activacion in vitro de
las plaquetas. Los ensayos de agregometria basados en la transmisién de luz se han
considerado histéricamente como una estandar en la medicién de la activacion plaquetaria.
En estos experimentos, las plaquetas se resuspendieron en un medio ausente de acido
acetilsalicilico y se ajustd su concentracion a 1x10° plaquetas/mL. Tras un periodo de reposo
de 15 minutos, que atenua el estado hiperreactivo de las plaquetas originado por su
manipulacidn, la suspensién de plaquetas fue transferida a una cubeta, desarrollandose en
esta una agitacién constante, (1200 rpm) y manteniendo la temperatura a 37 °C;
condiciones que imitan parcialmente las caracteristicas del torrente sanguineo.
Paralelamente, un haz de luz atraviesa la muestra y es detectado por una fotocélula,
permitiendo conocer la capacidad de transmision de luz de la suspensién. Previo a la
adiccién de cualquier agonista plaquetario, la suspensidon homogénea de las plaquetas limita
notablemente la transmisién de luz y la activacion del fotoreceptor. Una vez que el agonista
es anadido y da comienzo la asociacidén plaqueta-plaqueta, la transmision de la luz es cada
vez mejor, aumentando la sefal recibida por el fotoreceptor en proporcién al porcentaje de
agregacidon presente en la muestra. Para desarrollar los experimentos de agregacion
mostrados en el presente documento se utilizd un equipo Chronolog Aggregometer
(Havertown, Filadelfia, Estados Unidos) asociado a un procesador que elabora un registro
grafico a partir de los datos de la transmision Optica detectada. En un experimento

estandar, tras la adicidon del agonista se puede percibir una disminucién en la transmision de
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luz por parte de la muestra, efecto que corresponde al cambio conformacional de las
plaguetas en las etapas iniciales del proceso de activacion. Seguidamente, las asociaciones
plagueta-plaqueta y la precipitaciéon de los agregados permiten aumentar la sefial éptica

detectada y el aumento de la funcién.

4.16 Analisis estadistico:

En el anadlisis estadistico de los datos del presente estudio se evalud inicialmente la
normalidad mediante el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las varianzas mediante
el test de Levene. Después de comprobar la normalidad de los parametros, se procedio al
analisis de las variables estudiadas. Asi, para comparar las medias entre dos grupos se aplicé
la prueba t de Student, mientras que, mediante un analisis de la varianza (ANOVA de una
via) se compararon las medias de los pardmetros estudiados para mas de dos grupos,
utilizando los respectivos analisis Post Hoc para las comparaciones multiples, los cuales son
especificados en cada articulo. Los datos obtenidos en estos estudios se expresaron como
media % error estandar de la media (ESM). Todas las diferencias estadisticas presentes se

han expresado como significativas con un p-valor * < 0,05, ** < 0,01 y/o p-valor *** < 0,001.
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Filamin A Modulates Store-Operated Ca** Entry by
Regulating STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1)-Orail
Association in Human Platelets

Jose J. Lopez,* Letizia Albarran,* Isaac Jardin, Jose Sanchez-Collado, Pedro C. Redondo,
Nuria Bermejo, Regis Bobe, Tarik Smani, Juan A. Rosado

Objective—Here, we provide evidence for the role of FLNA (filamin A) in the modulation of store-operated calcium
entry (SOCE).

Approach and Results—SOCE is amajor mechanism for calcium influx controlled by the intracellular Ca** stores. On store depletion,
the endoplasmic reticulum calcium sensor STIM1 (stromal interaction molecule 1) redistributes into puncta at endoplasmic
reticulum/plasma membrane junctions, a process supported by the cytoskeleton, where it interacts with the calcium channels;
however, the mechanism for fine-tuning SOCE is not completely understood. Our results demonstrate that STIM1 interacts with
FLNA on calcium store depletion in human platelets. The interaction is dependent on the phosphorylation of FLNA at Ser**
by the cAMP-dependent protein kinase. Impairment of FLNA phosphorylation and knockdown of FLNA expression using
siIRNA increased SOCE in platelets. Similarly, SOCE was significantly greater in FLNA-deficient melanoma M2 cells than in
the FLNA-expressing M2 subclone A7. Expression of FLNA in M2 cells attenuated SOCE, an effect prevented when the cells
were transfected with the nonphosphorylatable FLNA S2152A mutant. Transfection of M2 cells with the STIM1(K684,685E)
mutant reduced the STIMI-FLNA interaction. In platelets, attenuation of FLNA expression using siRNA resulted in enhanced
association of STIM1 with the cytoskeleton, greater STIM1-Orail interaction, and SOCE. Introduction of an anti-FLNA (2597—
2647) antibody attenuated the STIM1-FLNA interaction and enhanced thrombin-induced platelet aggregation.

Conclusions—Our results indicate that FLNA modulates SOCE and then the correct platelet function, by fine-tuning the
distribution of STIMI in the cytoskeleton and the interaction with Orail channels.

Visual Overview—An online visual overview is available for this article. (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2018;38:

386-397. DOI: 10.1161/ATVBAHA.117.310139.)

Key Words: calcium signaling ® filamins ® ion channel ® phosphorylation ® stromal interaction molecule 1

tore-operated calcium entry (SOCE) is a major mechanism

for calcium influx triggered by depletion of the intracellu-
lar Ca® stores, a phenomenon that is sensed by the proteins of
the STIM family, with a predominant role of the STIM1 (stro-
mal interaction molecule 1).! STIM1 is a protein with a single
transmembrane domain located in the endoplasmic reticulum
(ER),? the lysosomal like acidic Ca** stores,” and the plasma
membrane.*’ On Ca® store depletion, that is, by inhibition
of the Ca*-ATPase SERCA using thapsigargin, ER-resident
STIMI forms oligomers and distributes into puncta at the
ER/plasma membrane (PM) junctions.*” Activation of Ca*
release—activated channels (CRAC) requires that STIMI
undergoes a conformational change from a closed to an
extended state, which facilitates the communication with the
channels."’ Redistribution of STIMI into puncta involves the
association with the cytoskeleton and movement along the

microtubules.'' Furthermore, maneuvers aimed at disorganiz-
ing or stabilizing the cytoskeleton have resulted in impairment
of the STIM1-Orail interaction and SOCE."*"?

FLNA (Filamin A) is a 2647-amino acid—long actin-cross-
linking protein, with 2 N-terminal actin-binding domains fol-
lowed by 24 immunoglobulin-like repeats." FLNA is mostly
located in the membrane cytoskeleton, underneath the PM,
where it has been found to regulate a variety of cytoskeleton-
related processes, including receptor clustering and cross talk
among different receptors and the actin cytoskeleton." FLNA
has been found to be phosphorylated by PKA (protein kinase
A)," and FLNA phosphorylation at Ser*', located in the Ig20
repeat, by PKA is essential for many cellular functions, such
as cytoskeleton remodeling, cell migration, and platelet aggre-
gation.'*"® Mouse models with deficient expression of FLNA
have been found to show platelets that fail to spread, have
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Nonstandard Abbreviations and Acronyms

FLNA filamin A

PKA protein kinase A

SOCE store-operated calcium entry
STIM1 stromal interaction molecule 1

decreased a-granule secretion and protein tyrosine phosphor-
ylation, and exhibit hyperaggregability and thrombocytopenia
because of platelet loss,'**” which indicates that FLNA plays a
functional role in platelets.

Here, we have investigated the possible function of FLNA
on the STIM1-Orail interaction and SOCE. We have found
that on Ca** store depletion, STIM1 interacts with FLNA in
human platelets in a Ca®*-dependent manner, which requires
phosphorylation at FLNA Ser?*2. FLNA expression knock-
down results in clustering of STIMI in the cytoskeletal frac-
tion and enhancement of STIM1-Orail interaction, as well
as SOCE and platelet function. These findings indicate that
FLNA plays an essential role in the cross talk between STIM1
and Orail and modulates SOCE, avoiding Ca** overload, and
then ensuring a correct platelet function.

Materials and Methods

Materials and Methods are available in the online-only Data
Supplement.

Results

Identification of FLNA as a New

STIM1-Associated Protein

To ascertain whether FLNA is associated with STIM1 on Ca**
store depletion, human platelets were stimulated with 1 pmol/L
thapsigargin in the presence of 1 mmol/L extracellular Ca* or
left untreated and lysed after 30 seconds. Whole-cell lysates
were precleared with protein A-agarose and immunoprecipi-
tated with anti-STIM1 antibody. We identified a band >150
kDa whose association with STIM1 was modified after treat-
ment with thapsigargin with apparent molecular mass of 280
kDa (Figure 1A). The 280-kDa band was analyzed by MALDI
TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight) mass spectrometry at the Biotechnology National Center
(Madrid, Spain) yielding the results presented in the Table. The
protein with the highest score was identified as FLNA, and the
score provided for the remaining proteins was relatively low;
hence, we analyzed the FLNA-STIM1 interaction.

FLNA Coimmunoprecipitates With

STIM1 in a Ca**-Dependent Manner
Immunoprecipitation and subsequent Western blotting were con-
ducted in platelets suspended in a medium containing 1 mmol/L
Ca® and in platelets heavily loaded with dimethyl-BAPTA
(1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N",N'-tetraacetic acid),
to prevent Ca®, but not store depletion, -dependent signals,
that were suspended in a Ca*-free medium (125 pmol/L
EGTA added). Platelets were stimulated with thapsigargin or
left untreated. The analysis revealed the presence of FLNA in
resting BAPTA-loaded and control cells (Figure 1B, top; n=6).
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Figure 1. FLNA (filamin A) coimmunoprecipitates with STIM1
(stromal interaction molecule 1) in a Ca?*-dependent manner. A,
Human platelets were treated with 1 pmol/L thapsigargin (TG) for
30 s and lysed. Platelet lysates were precleared by incubation for
1 h with protein A-agarose and then were immunoprecipitated
with anti-STIM1 antibody. Immunoprecipitated proteins were
separated by SDS/PAGE followed by silver staining of the gel as
described in the Materials and Methods section in the online-
only Data Supplement. Positions of molecular-mass markers are
shown on the left. B and C, Platelets were loaded with dimethyl
BAPTA or left untreated and suspended in a Ca®*-free medium
([Ca*7] =0 mmol/L) or a medium containing 1 mmol/L Ca*, as
indicated. Cells were then stimulated with 1 pmol/L TG for 30 s or
the vehicle and then lysed. Platelet lysates were immunoprecipi-
tated with anti-STIM1 antibody, and proteins were separated by
SDS/PAGE followed by Western blotting with anti-FLNA antibody
(B, top). Membranes were reprobed with anti-STIM1 antibody

(B, bottom) as described in the Materials and Methods section
in the online-only Data Supplement. Positions of molecular-mass
markers are shown on the right. C, Bar graphs represent the
quantification of STIM1-FLNA coimmunoprecipitation. Values are
mean+SEM of 6 independent experiments. * P<0.05, Student t
test) compared with the STIM1-FLNA association in resting cells.

In cells suspended in a medium containing 1 mmol/L. Ca*,
coimmunoprecipitation of STIMI and FLNA was significantly
enhanced by 40% on treatment with thapsigargin (Figures 1B
and 1C; P<0.05; n=6). By contrast, in BAPTA-loaded cells
thapsigargin was unable to increase the STIM 1-FLNA interac-
tion (Figure 1B and 1C; P<0.05; n=6), which indicates that the
STIM1-FLNA association requires rises in [Ca*] . Reprobing
of the membranes with anti-STIM1 antibody confirmed a simi-
lar content of this protein in all lanes (Figure 1B, bottom).
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Table. Protein Identification by MALDI-TOF Mass
Spectrometry of the 280-kDa Band

lAccession’ Mass | Score ‘
1 P21333 283301 763

Description
Filamin-A 0S=Homo sapiens
GN=FLNA PE=1 SV=4

Filamin-C 0S=Homo sapiens
GN=FLNC PE=1 SV=3

T-complex protein 1 subunit
theta
0S=Homo sapiens GN=CCT8
PE=1 SV=4

DNA primase small subunit.
0S=Homo sapiens GN=PRIM1
PE=1 SV=1

‘ Myosin-14 0S=Homo sapiens
GN=MYH14 PE=1 SV=2

Talin-1 0S=Homo sapiens
GN=TLN1 PE=1 SV=3

Pleckstrin homology domain-
containing family G member 4B
0S=Homo sapiens
GN=PLEKHG4B PE=2 SV=4

Protein argonaute-3 0S=Homo
sapiens GN=AGO3 PE=1 SV=2

Protein argonaute-4 0S=Homo
sapiens GN=AG04 PE=1 SV=2

Protein KTI12 homolog
0S=Homo sapiens GN=KTI12
PE=1 SV=1

Probable ATP-dependent RNA
helicase DDX6
0S=Homo sapiens GN=DDX6
PE=1 SV=2

Zinc finger protein 304
0S=Homo sapiens
GN=ZNF304 PE=2 SV=2

Cas scaffolding protein family
member 4
0S=Homo sapiens GN=CASS4
PE=1 SV=2

DNA-directed RNA polymerase
Il subunit RPC4
0S=Homo sapiens
GN=POLR3D PE=1 SV=2

Protein-methionine sulfoxide
oxidase MICAL3
0S=Homo sapiens
GN=MICAL3 PE=1 SV=2

GN indicates gene name; MALDI-TOF, matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight; 0S, organism name; PE, protein existence; and SV,
sequence version.

014315 | 293407 56

P50990 60153 44

P49642 50327 4

| o7za06 | 228701 | 39

| Qov4%0 | 271766 @ 39

Q96PX9 | 141576 39

Q9H9G7 = 98495 37

Q9HCKs | 98175 36

10 Q96EK9 38820 36

11 | P26196 | 54781 | 35

12 QoHCX3 | 77450 |

13 Q9NQ75 | 87888

14 | P05423 | 44539

15 Q7RTP6 | 225297

FLNA-STIMI1 Interaction Requires
Phosphorylation of FLNA at Serine 2152

FLNA phosphorylation at residue 2152 has been reported to play
a crucial role in its biological functions.” It is well recognized
that FLNA can be phosphorylated at Ser*>>by PKA,52* arelevant
event for its function.'* To investigate whether phosphorylation
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at Ser*™ is required for the STIM1-FLNA interaction, we first
explored whether Ca®* store depletion is able to induce FLNA
phosphorylation and whether this event is Ca* dependent,
as for the STIM1-FLNA interaction (see above). As shown in
Figure 2A (top) and 2C, thapsigargin modifies FLNA phos-
phorylation at Ser*™ in a time-dependent manner. An increase
in FLNA phosphorylation was detected after 10 seconds of
treatment, which reached a maximum within 30 seconds with
a 1.4440.04 (SEM)-fold increase and then decreased, reaching
the resting level after 120 seconds of stimulation. In BAPTA-
loaded cells, thapsigargin was unable to induce FLNA phos-
phorylation at Ser*™™, which strongly supports that this event
requires changes in [Ca*]_(Figures 2B and 2C; P<0.05; n=6).
Membranes were reprobed with anti-[3-actin antibody for pro-
tein loading control (Figures 2A and 2B, bottom).

We have further explored whether FLNA phosphoryla-
tion at Ser’'* evoked by store depletion is dependent on PKA,
as previously reported under other conditions,” by using
KT-5720, which impairs PKA activation in human platelets.*
As depicted in Figures 2D and 2F, preincubation of platelets
for 30 minutes at 37°C with 1 pmol/L KT-5720 abolished
thapsigargin-induced FLNA phosphorylation at least dur-
ing 120 seconds (P<0.05; n=6). By contrast, inhibition of
the brefeldin A—sensitive guanine nucleotide-exchange 2 has
been found to lead to FLNA phosphorylation; hence, we have
explored the effect of brefeldin A on FLNA Ser*>? phosphory-
lation in human platelets. As depicted in Figures 2E and 2F,
treatment with brefeldin A (100 pmol/L) for 60 minutes sig-
nificantly enhanced FLNA phosphorylation at Ser*? both in
nonstimulated cells and in cells stimulated with thapsigargin
for 10, 30, and 60 seconds (P<0.05).

Next, we explored whether phosphorylation at Ser*'* is
relevant for the association between FLNA and STIMI1. As
shown in Figures 3A and 3B, treatment of human platelets
with KT-5720 abolished the STIM 1-FLNA interaction evoked
by thapsigargin without modifying the association at rest
(Figures 3A and 3B; P<0.05; n=6). These findings strongly
support that phosphorylation at Ser*'** is a prerequisite for the
interaction of FLNA with STIM1.

As expected, preincubation of human platelets with
KT-5720 abolished the coimmunoprecipitation of FLNA phos-
phorylated with STIM1 (Figures 3C and 3D; P<0.05; n=6).

Phosphorylation of FLNA at Serine 2152

Modulates Store-Operated Ca** Entry

Because FLNA phosphorylated at Ser’'¥ associates with
STIM1 on store depletion, we have explored its role in SOCE.
As shown in Figure 3E, treatment of platelets with thapsigar-
gin in a Ca**-free medium resulted in a prolonged elevation
of [Ca?] , because of Ca* release from intracellular stores.
The subsequent addition of Ca** (1 mmol/L) to the external
medium induced a sustained increase in [Ca®"] , indicative of
SOCE. Preincubation with KT-5720 was unable to alter thap-
sigargin-evoked Ca** release from the stores but significantly
enhanced SOCE by 45% (the integrals of the rise in [Ca**]_after
the addition of CaCl, were 740726442 and 107404x1750
nM:s in the absence and presence of KT-5720; Figure 3F;
P<0.05). These findings suggest that impairment of the asso-
ciation between STIM1 and FLNA, by dephosphorylation of
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Figure 2. Phosphorylation of FLNA (filamin A) at serine 2152 is Ca®*- and PKA-dependent process. A-C, Platelets were loaded with
dimethyl BAPTA (B) or left untreated (A) and suspended in a Ca**-free medium (B) or a medium containing 1 mmol/L Ca* (A). Cells were
then stimulated with 1 pmol/L thapsigargin (TG) for various periods of time (10-120 s) and lysed. Proteins were separated by SDS/PAGE
followed by Western blotting with anti-phospho-FLNA (FLNA P-Ser?'%?) antibody (top) or anti-p-actin antibody (bottom) as described in
the Materials and Methods section in the online-only Data Supplement. Positions of molecular-mass markers are shown on the right. C,
Graph represents the quantification of FLNA phosphorylation. Values are mean+SEM of 6 separate experiments. *P<0.05 (ANOVA com-
bined with the Dunnett test) compared with FLNA phosphorylation in cells not loaded with BAPTA. D-F, Platelets were pretreated at 37°C
for 30 min with 1 pmol/L KT-5720 (D) or for 60 min with 100 pmol/L brefeldin A and then stimulated with 1 pmol/L TG for various periods
of time (10-120 s) in the presence of 1 mmol/L extracellular Ca** and lysed. Proteins were separated by SDS/PAGE followed by Western
blotting with anti-phospho-FLNA (pSer2152) antibody (top) or anti-f-actin antibody (bottom) as described in the Materials and Methods
section in the online-only Data Supplement. Positions of molecular-mass markers are shown on the right. F, Graph represents the quan-
tification of FLNA phosphorylation. Values are mean+SEM of 6 separate experiments. *P<0.05 (ANOVA combined with the Dunnett test)
compared with FLNA phosphorylation in cells treated with vehicle.

the latter, results in a significant increase in SOCE. To further
explore the role of FLNA phosphorylation at Ser®** on SOCE,
we tested the effect of brefeldin A. As shown in Figure 3E,
platelet treatment with brefeldin A significantly attenuated
SOCE without having any effect on thapsigargin-induced Ca**
release, which further supports the role of FLNA phosphory-
lation at Ser®>? on the activation of SOCE (the integral of the

123

rise in [Ca®]_after the addition of CaCl, in the presence of
brefeldin A was 62 208+3066 nM:s; Figure 3F; P<0.05; n=0).

FLNA Plays a Relevant Role in the

Modulation of Store-Operated Ca* Entry

The use of KT-5720 and brefeldin A provides indirect evi-
dence for the involvement of FLNA on SOCE. Hence, we
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Figure 3. FLNA (filamin A) phosphorylation at serine 2152 is essential for its interaction with STIM1 (stromal interaction molecule 1) and
the modulation of store-operated Ca?* entry. A and B, platelets were pretreated for 30 min with 1 pmol/L KT-5720 at 37°C or the vehicle
in a medium containing 1 mmol/L Ca?. Cells were then stimulated with 1 pmol/L thapsigargin (TG) for 30 s or the vehicle and then lysed.
Platelet lysates were immunoprecipitated with anti-STIM1 antibody, and proteins were separated by SDS/PAGE followed by Western
blotting with anti-FLNA antibody (A, top). Membranes were reprobed with anti-STIM1 antibody (A, bottom) as described in the Materials
and Methods section in the online-only Data Supplement. Positions of molecular mass markers are shown on the right. B, Bar graphs
represent the quantification of STIM1-FLNA coimmunoprecipitation. Values are mean+SEM of 6 independent experiments. *P<0.05 com-
pared with the STIM1-FLNA association in resting cells and P<0.05 compared with the STIM1-FLNA association in cells not treated with
KT-5720 (ANOVA combined with the Dunnett test). C and D, Platelets were pretreated for 30 min with 1 pmol/L KT-5720 or the vehicle in
amedium containing 1 mmol/L Ca?. Cells were then stimulated with 1 pmol/L TG for 30 s or the vehicle and then lysed. Platelet lysates
were immunoprecipitated with anti-STIM1 antibody followed by Western blotting with antiphospho-FLNA (pSer2152) antibody (C; top).
Membranes were reprobed with anti-STIM1 antibody (C; bottom) as described in the Materials and Methods section in the online-only
Data Supplement. Positions of molecular-mass markers are shown on the right. D, Bar graphs represent the quantification of STIM1-
phospho-FLNA coimmunoprecipitation. Values are mean+SEM of 6 independent experiments. *P<0.05 compared with the STIM1-phos-
pho-FLNA association in resting cells and “P<0.05 compared with the STIM1-phospho-FLNA association in cells not treated with KT-5720
(ANOVA combined with the Dunnett test). E, Fura-2-loaded human platelets were preincubated for 30 min with 1 pmol/L KT-5720, for 60
min with 100 pmol/L brefeldin A or the vehicle at 37°C. Cells were then stimulated with TG (1 pmol/L) in a Ca?-free medium (125 pmol/L
EGTA added), and 5'2 min later, CaCl, (final concentration 1 mmol/L) was added to the medium to initiate Ca* entry. [Ca*]_was moni-
tored as described in the Materials and Methods section in the online-only Data Supplement. Traces are representative of 6 independent
experiments. F, Bar graphs indicating the percentage of Ca® entry under the different conditions relative to their control (vehicle was
added). Ca* entry was determined as described in the Materials and Methods section in the online-only Data Supplement. Values are
means+SEM; significant values indicate differences compared with TG-treated cells in the absence of inhibitors. *P<0.05 (ANOVA).

have more directly evaluated the role of FLNA in SOCE by These observations provide evidence for a relevant role of
using interference RNA-based technology. siRNA has pre- FLNA in the modulation of SOCE.

viously been proven to be an efficient technique for silenc-

ing the expression of platelet proteins.?’” In human platelets, FLNA Modulates the Location of STIMT1 in the
transfection with FLNA siRNA significantly attenuated Cytoskeletal Fraction and the Interaction

the expression of FLNA at the protein level after 24 hours With Orail

(Figure 4A; P<0.05; n=3). To explore the role of FLNA on Because FLNA is a cytoskeletal protein, we have explored

SOCE, platelets were transfected with FLNA siRNA, scram- whether it modulates the association of STIM1 with the plate-
ble target sequence (siRNA A), or left untreated. As shown in let cytoskeleton. As shown in Figure SA, attenuation of FLNA
Figure 4B, the resting, as well as thapsigargin-evoked Ca** expression significantly enhanced the location of STIMI in
release from the stores, was not affected by any of the experi- the cytoskeletal fraction (P<0.05; n=6). Consistent with this,
mental maneuvers (Figures 4B and 4C); however, attenuation the expression of STIM1 in the cytosolic and membrane
of FLNA expression significantly enhanced SOCE (the inte- fraction was reduced in cells transfected with FLNA siRNA

grals of the rise in [Ca*]_after the addition of CaCl, were (Figure 5B; P<0.05; n=6). These findings indicate that FLNA
146748+20634, 67548+12357 and 6179610092 nM:-s modulates the association of STIM1 with the cytoskeleton.
in cells transfected with FLNA siRNA, siRNA A, or left As we have previously reported that the cytoskeleton plays
untreated, respectively; Figures 4B and 4D; P<0.05; n=0). a relevant role in the interaction between STIMI and Orail,"
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Figure 4. FLNA (filamin A) knockdown enhances store-operated Ca? entry. Human platelets were transfected with FLNA siRNA or scram-
bled siRNA (siRNA A). A, Twenty-four h after transfection, cells were lysed and subjected to Western blotting with anti-FLNA antibody,
followed by reprobing with anti-f-actin antibody for protein loading control. *P<0.05, Student t test. B, Platelets were transfected with
FLNA siRNA or scrambled siRNA (siRNA A). Twenty-four h later, cells were loaded with fura-2. Cells were then stimulated with thapsigar-
gin (TG; 1 pmol/L) in a Ca*-free medium (125 pmol/L EGTA added), and 5'2 min later, CaCl, (final concentration 1 mmol/L) was added

to the medium to initiate Ca** entry. [Ca®], was monitored as described in the Materials and Methods section in the online-only Data
Supplement. Traces are representative of 6 independent experiments. C and D, Bar graphs indicating the percentage of Ca?* release and
entry under the different conditions relative to their control (cells transfected with siRNA A). Ca®* release and entry were determined as
described in the Materials and Methods section in the online-only Data Supplement. Values are means+SEM; significance values indicate
differences compared with control (cells transfected with siRNA A). *P<0.05, ANOVA combined with the Dunnett test.

we have investigated the role of FLNA in the association of
STIMI with Orail in platelets transfected with FLNA siRNA
or siRNA A and then stimulated with thapsigargin or left
untreated. After immunoprecipitation with anti-STIM1 anti-
body, Western blotting revealed the presence of Orail in sam-
ples from resting platelets transfected with scramble siRNA,
which was significantly enhanced by 32+9% on treatment with
thapsigargin (Figure 5C; P<0.05; n=6). Interestingly, both
resting and thapsigargin-evoked STIMI1-Orail association
was significantly greater in platelets transfected with FLNA
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siRNA (Figure 5C; P<0.05; n=6), indicating that FLNA regu-
lates SOCE by modulating the association of STIM1 with the
cytoskeleton and, subsequently, STIM1-Orail interaction.
We have further explored the role of FLNA on ex vivo
platelet aggregation in response to the physiological agonist
thrombin. Human platelets transfected with siRNA A or FLNA
siRNA for 24 hours were stimulated with 1 U/mL thrombin
in a medium containing 1 mmol/L. Ca*". The percentage of
aggregation on stimulation with thrombin was 52+7% in cells
transfected with sSIRNA A and 73+5% in cells transfected with
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Figure 5. FLNA (filamin A) knockdown modulates the association of STIM1 (stromal interaction molecule 1) with the cytoskeleton and its
interaction with Orail. Human platelets were transfected with FLNA siRNA or scrambled siRNA (siRNA A). Twenty-four h after transfec-
tion, cells were lysed with triton buffer to separate cytoskeletal fraction (A) and cytosolic and membrane fraction (B), as indicated. The
pellet (cytoskeletal fraction) was subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western blotting with a specific anti-STIM1 antibody. The
supernatant (cytosolic and membrane fraction) was immunoprecipitated with the anti-STIM1 antibody followed by Western blotting with
the same antibody. The image shows results from 1 experiment representative of 5 others. Molecular masses indicated on the right were
determined using molecular mass markers run in the same gel. Bar graphs represent the quantification of STIM1 in the cytoskeletal or
cytosolic and membrane fractions. Results are presented as arbitrary optical density units and expressed as mean+SEM,; significant val-
ues indicate differences compared with control (cells transfected with siRNA A). *P<0.05, Student t test. C, Platelets were transfected with
FLNA siRNA or scrambled siRNA (siRNA A). Twenty-four h after transfection, cells were stimulated with 1 pmol/L thapsigargin (TG) for 30
s and lysed. Platelet lysates were immunoprecipitated with anti-STIM1 antibody, and proteins were separated by SDS/PAGE followed by
Western blotting with anti-Orail antibody (top). Membranes were reprobed with anti-STIM1 antibody (bottom) for protein loading control.
Positions of molecular-mass markers are shown on the right. Bar graphs represent the quantification of STIM1-Orai1 coimmunoprecipita-
tion. Values are mean+SEM of 6 independent experiments. *P<0.05, ANOVA combined with the Dunnett test.

FLNA siRNA (P<0.05; n=6), indicating that FLNA modulates
platelet aggregation probably by regulating Ca** signaling.

FLNA Modulates SOCE in Melanoma Cells
Through Phosphorylation at Residue 2152

To confirm the regulatory role of FLNA in SOCE observed in
human platelets, we have used the FLNA-deficient melanoma
cell line M2 and the FLNA-expressing M2 subclone A7.% As
shown in Figure 6A, top, FLNA was strongly detected in A7
cells but was undetectable in the M2 cell line. In A7 cells, our
results indicate that treatment with the agonist endothelin-1 (10

nM) for 30 and 60 seconds significantly enhances FLNA phos-
phorylation at Ser**>? (Figure 6B; P<0.05; n=6), in agreement
with previous studies reporting that G protein—coupled receptors
induce recruitment and phosphorylation of FLNA, an event
that has long been known to be essential for the regulation of the
structure and dynamics of the actin cytoskeleton.?

Treatment of A7 and M2 cells with thapsigargin in a Ca®*-
free medium resulted in a transient increase in [Caz’f]C because
of Ca®* release from the intracellular stores. Subsequent addi-
tion of Ca* to the extracellular medium resulted in a fur-
ther elevation in [Ca*]_ indicative of SOCE. As shown in
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the stores is greater in FLNA-deficient M2 and suggests that
FLNA might regulate SERCA activity in these cells.

We have further explored whether phosphorylation of
FLNA at Ser’™ is involved in the modulation of SOCE in
melanoma cells as reported above in human platelets. To inves-
tigate this possibility, M2 cells were transfected with expres-
sion plasmids for wild-type FLNA or the nonphosphorylatable
FLNA S2152A mutant (Figure 7A). As shown in Figure 7B
and 7C, expression of FLNA in M2 cells significantly attenu-
ated SOCE (the integrals of the rise in fura-2 fluorescence ratio
after the addition of CaCl, were 42.2+2.2 and 28.5+2.2 ua-s
in M2 and FLNA-expressing M2 cells, respectively; P<0.05;
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Figure 7. Modulation of store-operated calcium entry (SOCE) by
filamin A (FLNA) requires phosphorylation at serine 2152 in mela-
noma cells. A, M2 melanoma cells were transfected with overex-
pression plasmids for or FLNA S2152A (FLNA S2152A) or empty
vector, as control, and then were lysed and subjected to Western
blotting with anti-FLNA antibody, followed by reprobing with anti-
p-actin antibody for protein loading control. B, Wild-type M2 mela-
noma cells and M2 cells expressing FLNA or FLNA S2152A were
stimulated with thapsigargin (TG; 1 pmol/L) in a Ca*-free medium
(125 pmol/L EGTA added) followed by the addition of CaCl, (final
concentration 1 mmol/L) to the medium to initiate Ca? entry.
[Ca*], was monitored as described in the Materials and Methods
section in the online-only Data Supplement. Traces are represen-
tative of 6 independent experiments. C, Bar graphs indicate the
percentage of Ca* release and entry under the different conditions
relative to their control (cells transfected with empty vector). Values
are means+SEM; significant values indicate differences compared
with control. *P<0.05, ANOVA combined with the Dunnett test.
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n=6), which further confirms the modulatory role of FLNA
on SOCE. By contrast, expression of the nonphosphorylatable
FLNA mutant was without effect on thapsigargin-induced Ca**
release and entry (the integral of the rise in fura-2 fluorescence
ratio after the addition of CaCl, was 40.7+3.2 uva-s in FLNA
S2152A-expressing M2 cells; n=6), thus suggesting that the
role of FLNA on these processes entirely depends on phos-
phorylation at Ser?*. The attenuation of thapsigargin-evoked
Ca® release from the stores induced by the expression of
FLNA was also impaired by the S2152A mutation (the inte-
grals of the rise in fura-2 fluorescence ratio after the addition
of thapsigargin were 41.4+2.2, 32.1+1.4, and 40.3+3.2 ua-s in
M2, FLNA-expressing M2, and FLNA S2152A-expressing M2
cells, respectively; P<0.05; n=6).

C-Terminal Domain of STIM1 and Filamin

A Dimerization Are Essential for Their

Interaction and Platelet Function

We have finally analyzed the location of the STIM1- and FLNA-
binding sites. STIM1 shows a polybasic lysine-rich domain in the
C-terminal region that is involved in the interaction with TRPC1
channels® and phosphoinositides at the plasma membrane.*
Hence, we have investigated whether this region is responsi-
ble for the interaction with FLNA in M2 cells overexpressing
pEYFP-STIMI (full-length) or the pPEYFP-STIM1(K684,685E)
mutant together with FLNA. As shown in Figure 8A, our
results indicate that coexpression of pEYFP-STIMI1 and FLNA
show detectable coimmunoprecipitation between both pro-
teins at rest, which was enhanced by treatment with thapsigar-
gin. Interestingly, STIM1-FLNA interaction was abolished in
cells coexpressing FLNA and the STIM1(K684,685E) mutant,
which strongly indicates that the lysine-rich region of STIM1 is
required for FLNA interaction. Similarly, we have investigated
the location of the relevant STIM I-interacting FLNA site. The
C-terminal region of FLNA is especially important for the inter-
action with signaling molecules, and many of these interactions
occur at the 24th dimerizing repeat of FLNA®; therefore, we
have investigated whether this region is important for the inter-
action with STIMI1. To assess this possibility, the anti-FLNA
antibody, which recognizes the sequence between residues 2597
and 2647, was introduced into platelets by electropermeabiliza-
tion, as described previously.” The internalization of the antibody
was investigated in samples from electropermeabilized cells
incubated with 4 pg/mL anti-FLNA (2597-2647) antibody, by
immunoprecipitation without adding any additional anti-FLNA
antibody and subsequent Western blotting with the anti-FLNA
(2597-2647) antibody (Figure 8B). As shown in Figure 8C,
interaction between STIM1 and FLNA was significantly attenu-
ated in cells transjected with 4 pg/mL anti-FLNA (2597-2647)
antibody (top, lanes 1 and 2) compared with cells transjected
with a rabbit IgG (top, lanes 3 and 4) used as control because
this is the nature of the anti-FLNA (2597-2647) antibody. The
FLNA-STIMI interaction was reduced by 82% and 74% in
resting and thapsigargin-treated cells, respectively, in cells tran-
sjected with the anti-FLNA (2597-2647) antibody compared
with control (cells transjected with rabbit IgG; P<0.05; n=0).
Reprobing of the same membranes with anti-STIMI antibody
confirmed a similar protein loading in all lanes (Figure 8C,
bottom). These findings indicate that the FLNA 2597 to 2647
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Figure 8. The C-terminal domains of STIM1 (stromal interaction molecule 1) and FLNA (filamin A) are essential for their interaction and
platelet function. A, FLNA-deficient M2 melanoma cells were transfected with overexpression plasmids for STIM1 (lanes 1 and 2) or

the STIM1(K684,685E) mutant (lanes 3 and 4) and FLNA or left untreated. Cells were then stimulated for 30 s with TG (1 pmol/L) or the
vehicle (control; Co), as indicated, in a medium containing 1 mmol/L CaCl, and lysed. Cell lysates were immunoprecipitated with the anti-
STIM1 antibody followed by Western blotting with the anti-FLNA antibody (top) and the anti-STIM1 antibody (middle; for protein loading
control). The input with anti-FLNA antibody is shown in the bottom. The image shows results from 1 experiment representative of 5 oth-
ers. Molecular masses indicated on the right were determined using molecular mass markers run in the same gel. B, Human platelets
electropermeabilized (EP) in a Gene Pulser as described in the Materials and Methods section in the online-only Data Supplement were
incubated in the presence of 4 pg/mL anti-FLNA antibody («-FLNA) or 4 ng/mL rabbit IgG (rlgG), as indicated, for 60 min and then lysed.
Whole cell lysates were immunoprecipitated in the absence of antibodies but adding protein A-agarose, and immunoprecipitated proteins
were analyzed by Western blotting using anti-FLNA antibody. These results are representative of 3 independent experiments. C, Platelets
(102 cells/mL) were electropermeabilized and incubated with 4 ng/mL rabbit IgG or with 4 ng/mL anti-FLNA (2597-2647) antibody for an
additional 60 min at 37°C, as indicated. Cells were then incubated for 30 s in the absence or presence of 1 pmol/L TG in a medium con-
taining 1 mmol/L CaCl, and lysed. Whole-cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-STIM1 antibody. Immunoprecipitates were
analyzed by Western blotting (WB) using anti-FLNA antibody (top) and reprobed with anti-STIM1 antibody (bottom). Positions of molecu-
lar mass markers are shown on the right. These resuits are representative of 6 independent experiments. ABD, actin-binding domain. The
structural domains of FLNA showing the location of the epitope recognized by the anti-FLNA (2597-2647) antibody is depicted on top. D,
Human platelets were electropermeabilized and incubated with 4 pg/mL rabbit IgG or with 4 pg/mL anti-FLNA (2597-2647) antibody for
an additional 60 min at 37°C, as indicated in the legend to Figure 6B. Platelets were then suspended in a medium containing 1 mmol/L
CacCl, and then stimulated with 2 U/mL thrombin. Traces shown are representative of 6 separate experiments. Bar graphs indicate the
amplitude and slope of platelet aggregation in response to thrombin in cells treated with anti-FLNA or rabbit IgG, as control.

sequence, located in the dimerizing repeat, is relevant for the Because introduction of the anti-FLNA (2597-2647)
STIM1-FLNA interaction and suggest that dimerization of antibody impairs the STIMI-FLNA interaction, we have
FLNA is necessary for the interaction. investigated whether this interaction is important for platelet
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aggregation. As shown in Figure 8D, introduction of the anti-
FLNA (2597-2647) antibody into platelets significantly
enhanced the amplitude and slope of thrombin-induced plate-
let aggregation compared with transjection of a rabbit IgG.
These findings indicate that the STIMI-FLNA interaction
plays a relevant functional role in human platelets.

Discussion
SOCE is a complex mechanism for Ca** influx controlled by the
Ca?* stores. Although the central event is based on the interac-
tion between STIM1 and the store-operated channels at ER-PM
junctions, many proteins fine-tune the amplitude of Ca* entry,
an essential process for different cellular functions, includ-
ing platelet physiology,™* B-cell response,*® or neuronal dif-
ferentiation.¥ Key modulators of STIMI1-Orail interaction
include CRACR2A, STIMATE, SARAF, septins, or ORMDL3,
among others.”” More precisely, STIM 1-Orail-supporting pro-
teins include CRACR2A, which stabilizes the SOCE signal-
plex, STIMATE, required for the activation and translocation of
STIM1, and septins, involved in the organization of membrane
microdomains important for STIM1-Orail interaction. Among
the negative modulators of SOCE are SARAF, ORMDL3 or
golli, which prevent excessive Ca** influx. *” The SOCE sig-
nalplex is supported by the cytoskeleton,'™* which is rapidly
remodeled on store depletion.*® By looking for new modulators
of STIMI function, we have identified FLNA as a protein that
coimmunoprecipitates with STIM1 on Ca** store depletion in
human platelets. Our results indicate that the interaction between
FLNA and STIMI is Ca* dependent and requires FLNA phos-
phorylation at Ser?'*. Phosphorylation of FLNA at Ser**? acts
as a chemomechanical switch that modulates downstream cel-
lular processes.'® We have found that impairment of FLNA phos-
phorylation enhances SOCE, meanwhile inhibition of FLNA
dephosphorylation leads to the opposite effect, thus suggesting
that FLNA might be a negative modulator of SOCE in platelets.
We have confirmed the role of FLNA in SOCE in platelets using
siIRNA. Platelets carry out mRNA translation, a process that is
relevant for platelet-mediated thrombosis and hemostasis,** and
siRNA has been demonstrated to be efficiently introduced into
platelets to modulate protein expression in these cells.>” Our
results indicate that 24 hours after transfection of the FLNA
siRNA, FLNA expression was significantly reduced. Further
transfection periods led to a significant reduction in cell viability
(data not shown). Interestingly, attenuation of FLNA expression
revealed that FLNA is a modulator of SOCE in human platelets.
This function was confirmed in the FLNA-deficient melanoma
cell line M2 where SOCE was greater than that in the FLNA-
expressing M2 subclone A7. To our knowledge, this is the
description of a role for FLNA in the modulation of SOCE. We
also found that FLNA modulates Ca* uptake into the intracellu-
lar stores by SERCA, whereas this effect seems to be specific for
melanoma cells, because this function was not observed in human
platelets, we cannot exclude a possible role of FLNA on SERCA
in platelets that can be difficult to detect because of the low rate
of Ca’* efflux from the stores in these cells on treatment with
thapsigargin. Using melanoma cells, we have also confirmed that
phosphorylation of FLNA at Ser*'? is essential for the regulation
of SOCE, in agreement with the observations in human platelets.
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Our results indicate that the C-terminal regions of STIMI
and FLNA play a relevant role in the interaction with each
other, as mutation of the STIMI lysine-rich domain and
interference with the FLNA 2597 to 2647 region impair the
STIM1-FLNA association.

Finally, we have investigated the regulatory mechanism
of FLNA. Because FLNA is an actin-binding protein, we
have initially investigated its role in the location of STIMI in
the cytoskeletal fraction. We have found that FLNA expres-
sion knockdown enhances the association of STIM1 with the
cytoskeleton and subsequently increases the interaction of
STIM1 with Orail, leading to a dramatic increase in SOCE.
Furthermore, impairment of FLNA-STIMI interaction results
in enhanced platelet aggregation in response to agonists.
These findings strongly suggest that FLNA might be essential
for an appropriate association of STIMI with the cytoskel-
eton, which, in turn, is necessary to fine-tune the interaction
with the store-operated channels and SOCE and also to modu-
late platelet function. Previous studies in a mouse model with
deficient expression of FLNA have revealed that platelets
exhibit hyperaggregability and thrombocytopenia because of
platelet loss.'**" Furthermore, a recent study has reported that
a patient carrying a mutation that results in a 100-amino acid—
long FLNA C-terminal extension (p.Ter2648SerextTer101)
showed normal platelet count but upregulated platelet func-
tion.* Our results provide evidence that a deficient expression
or function of FLNA in platelets might alter Ca®* homeostasis,
which, in turn, might underlie platelet function disorders.
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Highlights

* FLNA (filamin A) plays an essential role in the cross talk between STIM1 (stromal interaction molecule 1) and Orail.
* FLNA regulates store-operated calcium entry and the correct platelet function.
* FLNA phosphorylation at serine 2152 is required for the regulation of store-operated calcium entry.
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Abstract: Orail plays a major role in store-operated Ca>* entry (SOCE) in triple-negative breast
cancer (TNBC) cells. This channel is inactivated via different mechanisms, including protein kinase
C (PKC) and protein kinase A (PKA)-dependent phosphorylation at Ser-27 and Ser-30 or Ser-34,
respectively, which shapes the Ca?* responses to agonists. The Ca?* calmodulin-activated adenylyl
cyclase type 8 (AC8) was reported to interact directly with Orail, thus mediating a dynamic interplay
between the Ca**- and cyclic adenosine monophosphate (cAMP)-dependent signaling pathways.
Here, we show that the breast cancer cell lines MCF7 and MDA-MB-231 exhibit enhanced expression of
Orail and AC8 as compared to the non-tumoral breast epithelial MCF10A cell line. In these cells, AC8
interacts with the Orail « variant in a manner that is not regulated by Orail phosphorylation. AC8
knockdown in MDA-MB-231 cells, using two different small interfering RNAs (siRNAs), attenuates
thapsigargin (TG)-induced Ca?* entry and also Ca®* influx mediated by co-expression of Orail and
the Orail-activating small fragment (OASF) of STIM1 (stromal interaction molecule-1). Conversely,
ACS8 overexpression enhances SOCE, as well as Ca?* entry, in cells co-expressing Orail and OASF.
In MDA-MB-231 cells, we found that AC8 overexpression reduces the Orail phosphoserine content,
thus suggesting that AC8 interferes with Orail serine phosphorylation, which takes place at residues
located in the AC8-binding site. Consistent with this, the subset of Orail associated with AC8 in naive
MDA-MB-231 cells is not phosphorylated in serine residues in contrast to the AC8-independent Orail
subset. AC8 expression knockdown attenuates migration of MCF7 and MDA-MB-231 cells, while this
maneuver has no effect in the MCF10A cell line, which is likely attributed to the low expression of
AC8 in these cells. We found that AC8 is required for FAK (focal adhesion kinase) phosphorylation
in MDA-MB-231 cells, which might explain its role in cell migration. Finally, we found that AC8 is
required for TNBC cell proliferation. These findings indicate that overexpression of AC8 in breast
cancer MDA-MB-231 cells impairs the phosphorylation-dependent Orail inactivation, a mechanism
that might support the enhanced ability of these cells to migrate.

Keywords: orailx; adenylyl cyclase 8; store-operated calcium entry; breast cancer cells; migration
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1. Introduction

Breast cancer is one of the most common malignancies in women worldwide. Among the different
subtypes, triple-negative breast cancer (TNBC) is more aggressive and exhibits a poorer prognosis than
other types of breast cancer. Immunohistochemically, TNBC is characterized by the lack of estrogen
and progesterone receptors or excess HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) expression.
Consequently, this type of cancer is resistant to hormonal therapies and chemicals that target the HER2
receptor [1]. Studies in TNBC cells revealed that Ca?* signaling is remodeled and plays a key functional
role [2-5]. TNBC cells overexpress Orail, which is responsible for the activation of store-operated Ca?*
entry (SOCE) [6]. Orail is a well-characterized regulator of the proliferation and migration of many
TNBC cells, including the MDA-MB-231 cell line [7-9].

Orail is the pore-forming subunit of the highly Ca?*-selective CRAC (Ca?*-release activated
CaZ*) channel, the best characterized store-operated channel [10-12]. The CRAC channel is activated
by the endoplasmic reticulum Ca?* sensor STIM1 upon discharge of the intracellular Ca®* stores,
and the influx of Ca?* through the channel is modulated by the regulation of STIM1 by proteins
like SARAF (SOCE-associated regulatory factor) [13-15], as well as by CRAC channel inactivation.
CRAC currents undergo Ca?*-dependent inactivation to prevent excessive Ca?* influx. Two different
mechanisms, termed fast Ca2+-dependent inactivation (FCDI) that occurs within milliseconds [16] and
slow Ca2+-dependent inactivation (SCDI) that commences tens of seconds after Orail activation [17],
were described, although the precise mechanism remains unclear. Two variants of Orail, generated
by alternative translation initiation, were recently identified [18], a long form termed Orailx of
approximately 33 kDa and a short form, Orail 3, lacking amino acids 1-63, of approximately 23 kDa.
Oraila exhibits a greater FCDI, thus suggesting that the N-terminal 63 amino acids might play
arelevant role in this process [11]. A recent study reported direct interaction of Orail with the Ca%"
calmodulin-activated adenylyl cyclase type 8 (ACS8) [19]. Willoughby et al. specifically identified
interaction of the N-terminal region of AC8 with residues 26-34 of the Orail N-terminus [19]. This
sequence, exclusively present in the Oraila variant, overlaps with three Orail phosphorylation sites,
Ser-27,-30, and -34. Ser-27 and -30 are phosphorylated by PKC in vivo and in vitro, leading to strong
inactivation of CRAC channel function and SOCE [20]. On the other hand, a recent study demonstrated
that AC8 mediates CRAC inactivation by phosphorylation of Orail at Ser-34 [21]. The functional
interaction between AC8 and Orail reveals a finely regulated interplay between the cAMP and Ca?*
signaling pathways.

Here, we show that TNBC MDA-MB-231 cells overexpress Orail and AC8, with predominant
overexpression of AC8 over Orail. Interaction of AC8 with Orail interferes with phosphorylation of the
latter, probably due to overlapping of the phosphorylation sites with the AC8-binding sequence of Orail.
In MDA-MB-231 cells, silencing of AC8 results in attenuation of SOCE, while AC8 overexpression
enhances Ca?* influx, thus suggesting that AC8 impairs the inactivation of Orail. AC8 was also found
to be required for breast cancer cell migration, thus suggesting that AC8, by enhancing cAMP levels
and/or Ca" influx, plays an important functional role in breast cancer cells.

2. Results

2.1. Expression and Interaction of Oraila and AC8 in Non-Tumoral and Breast Cancer Cell Lines

Consistent with previous studies [3,6], Western blot analysis of whole-cell lysates from the
non-tumoral breast epithelial MCF10A cell line and the estrogen receptor positive (ER*) and TNBC
cell lines MCF7 and MDA-MB-231, respectively, with a specific anti-human Orail antibody revealed
a low expression of Orail in MCF10A cells and a significantly higher expression of this protein in
breast cancer cells (Figure 1a,b; p < 0.05; n = 6). The increased expression of Orail in the breast cancer
cell lines is consistent with the high expression of this protein in cancerous tissue [22]. As shown in
Figure 1c,d, Western blot analysis of whole-cell lysates from MCF10A, MCF7, and MDA-MB-231 cells
with a specific anti-AC8 antibody revealed that this protein is scarcely expressed in the non-tumoral
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cell line, while it is highly expressed in MCF7 and MDA-MB-231 breast cancer cells. The Orail and
ACB8 expression normalized to the $-actin content indicates that Orail expression was 371 + 12 and
393 + 22% of that in MCF10A cells in MCF7 and MDA-MB-231 cells, respectively, while the AC8
expression was 611 + 75 and 621 + 98% of that in MCF10A cells in MCF7 and MDA-MB-231 cells,
respectively; therefore, the quantitative analysis indicated that AC8 overexpression in breast cancer
cells is significantly greater than that of Orail. Previous studies revealed a functional relationship
between Orail and ACS8 [19,21]; hence, we next explored the interaction between both proteins in the
non-tumoral and tumoral breast cell lines by co-immunoprecipitation of cell lysates with anti-Orail
antibody, followed by Western blotting with anti-AC8 antibody. The experiments were performed in
resting cells as this interaction was previously shown to be constitutive [19]. Our results indicated
that, while a detectable interaction was appreciated in non-tumoral cells, the co-immunoprecipitation
between Orail and AC8 was significantly greater in MCF7 and MDA-MB-231 cells (Figure le,f; p < 0.05;
n==6).
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Figure 1. Expression and interaction of Orail variants with Ca?* calmodulin-activated adenylyl cyclase
type 8 (AC8) in non-tumoral and breast cancer cell lines. (a—d) Non-tumoral breast epithelial MCF10A
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and breast cancer MCF7 and MDA-MB-231 cells were lysed and subjected to Western blotting with
anti-Orail (a) or anti-AC8 (¢) antibody, followed by reprobing with anti-3-actin antibody for protein
loading control (b and d). The box-and-whisker plots (or box plots) represent Orail (b) or AC8
(d) expression normalized to the p-actin content. Molecular masses indicated on the right were
determined using molecular-mass markers run in the same gel; * p < 0.05 compared to the expression
in MCF10A cells. (e) MCF10A, MCF7, and MDA-MB-231 cells were lysed, and whole-cell lysates
were immunoprecipitated (IP) with anti-Orail antibody. Inmunoprecipitates were subjected to 10%
SDS-PAGE and subsequent Western blotting with specific anti-AC8 antibody, as indicated. Membranes
were reprobed with the antibody used for immunoprecipitation for protein loading control. The panels
show 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. (f) The box plot represents the
quantification of AC8-Orail interaction in resting cells. Results are presented as arbitrary optical density
units, and expressed normalized to the Orail expression. (g) MCF10A, MCF7, and MDA-MB-231 cells
were lysed, and whole-cell lysates were treated with N-glycosidase F (PNGaseF) and resolved by 10%
SDS-PAGE. The blots were probed with anti-Orail antibody and anti-p-actin antibody for loading
control. Molecular masses indicated on the right were determined using molecular-mass markers runin
the same gel. (h) The box plot represents Orail « or Orailp expression normalized to the 3-actin content.
(i) The box plot represents the Orailax/Orail expression ratio in the three cell lines investigated; *
p < 0.05 compared to the expression in MCF10A cells, * p < 0.05 compared to the expression in MCF7
cells. (j) MDA-MB-231 cells were treated with thapsigargin (TG; 1 uM) for 1 min or left untreated (C), as
indicated, and lysed, and whole-cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-AC8 antibody or
subjected to Western blotting with anti-Orail antibody (WCL). Inmunoprecipitates were treated with
PNGaseF and then subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western blotting with specific anti-Orail
antibody, as indicated. Membranes were reprobed with the antibody used for immunoprecipitation for
protein loading control. The panels show 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.

ACS8 was reported to bind to an N-terminal sequence of Orail located between amino acids
26 and 34, which contains three serines (27, 30, and 34) [23]. This sequence is only present in the
mammalian-specific full-length Orailx variant and is absent in the short Orail variant, Orailf [18];
thus, AC8 was reported to interact solely with Oraila [21]. We assessed the expression of Orailx and
Orailp in the three breast derived cell lines. The native Orail variant expression was analyzed by
Western blotting after protein deglycosylation with PNGaseF. As shown in Figure 1g, two distinct
bands with lower molecular weight than glycosylated Orail were detected, corresponding to Orail
and Orail . Our results indicated that both Orail variants were highly expressed in the breast cancer
MCEF7 and MDA-MB-231 cell lines as compared to non-tumoral MCF10A cells (Figure 1h; p < 0.05;
n = 6). Furthermore, we found that the expression of Orail x was significantly greater in MDA-MB-231
cells than in MCF7 cells (Figure 1h; p < 0.05) while no differences were detected in the Orail 3 expression
among the cancer cell lines investigated. The latter might explain the greater Orailo/Orail3 expression
ratio in MDA-MB-231 cells as compared to MCF?7 cells (Figure 1i; p < 0.05; n = 6). The analysis of the
expression ratio between the Orail variants indicates a greater expression of Orailf} in all the cell types
investigated and, interestingly, a greater Orail/Orailf3 expression ratio in MCF7 and MDA-MB-231
breast cancer cells than in non-tumoral MCF10A cells (Figure 1i; p < 0.05; n = 6). We further explored
the interaction of AC8 and Orail o« in MDA-MB-231 cells by co-immunoprecipitation of cell lysates
with anti-AC8 antibody, followed by treatment of the immunoprecipitates with PNGaseF and Western
blotting with anti-Orail antibody. As shown in Figure 1j, our results indicate that Orailx, but not
Orail 3, co-immunoprecipitates with AC8 in resting conditions, confirming previous results [19,21].
This interaction was not modified by treatment for 1 min with the sarco/endoplasmic reticulum Ca?*
ATPase (SERCA) inhibitor thapsigargin (TG; 1 uM), which is in agreement with a previous study by
Willoughby and coworkers suggesting a constitutive interaction between both proteins [19].
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2.2. The Interaction between Orail and AC8 Is Partially Dependent on Ca®* Influx and Orail Phosphorylation
at Ser-27 and -30

In order to explore the mechanism regulating the Orail-ACS8 interaction, we tested the possible
Ca?* dependency of this event. To address this issue, we assessed the role of Ca?* released from the
intracellular stores and Ca?* entry through Orail in the Orail-AC8 co-immunoprecipitation. Hence,
we tested Orail-ACS8 interaction in resting cells or in cells treated with TG, to induce net Ca?t release
from intracellular Ca?* stores, suspended either in the presence of 1 mM extracellular Ca%* or in
a Ca?*-free medium. When indicated, cells were loaded with dimethyl BAPTA, and suspended either
in a Ca?*-free medium, to prevent rises in cytosolic Ca?* concentration ([Ca**].) induced by both Ca%*
release and entry, or in the presence of 1 mM external Ca', to prevent rises in [Ca?*]. due to Ca®*
release but allowing rises in Ca?* concentration in the vicinity of the Orail channels.

Our results indicated that, in the presence of extracellular Ca?*, there was a detectable Orail-AC8
association, which was unaffected by BAPTA loading or treatment with TG (Figure 2a,b; n = 6),
as previously reported [19]. Figure 2c—e depict a detectable increase in the Ca?* concentration in
the Orail vicinity in cells not loaded with BAPTA, as well as, with less intensity but still significant,
in BAPTA-loaded cells as detected with G-GECO1.2-Orail [24] (p < 0.05; n = 6), and similar results were
obtained using the near plasma membrane Ca?* indicator fura-FFP18 (the initial slopes of the increase
in fura-FFP18 fluorescence ratio were 1.0299 + 0.1325 and 0.3793 + 0.0205 in control and BAPTA-loaded
cells, respectively, and the maximal fura-2 fluorescence ratios were 0.20 + 0.01 and 0.11 + 0.01 in control
and BAPTA-loaded cells, respectively, Figure S1, Supplementary Materials), which demonstrate that
detectable rises in Ca®* concentration in the Orail microdomain due to Ca?* influx via Orail were still
detectable in BAPTA-loaded cells. Cell loading with dimethyl BAPTA was without a significant effect
on the resting fura-FFP18 fluorescence ratio (the resting ratios were 0.60 + 0.03 and 0.61 + 0.01 in control
and BAPTA-loaded cells, respectively). When Ca?* entry was not allowed, treatment with TG resulted
in a reduction in the Orail-AC8 interaction, a response that was maintained when the rise in [Ca®*].
due to Ca?* efflux from the stores was prevented by BAPTA loading (Figure 2a,b; n = 6). These findings
suggest that Ca?* store depletion itself plays an inhibitory role in the Orail-AC8 association that was
overcome by Ca?* influx via Orail channels. Therefore, upon agonist stimulation, the Orail-AC8
interaction is strongly dependent on Ca?* influx through the channel.

Orail is phosphorylated by PKC at residues Ser-27 and Ser-30, an event that negatively regulates
Orail function [20]. As both serine residues are located within the Orail AC8-binding region, we
explored whether phosphorylation at Ser-27 and Ser-30 alters Orail-ACS8 interaction. To investigate
this issue, cells were transfected with yellow fluorescent protein (YFP)-Orail, the non-phosphorylatable
OrailS27A/S30A mutant, or the phosphomimetic Orai1S27D/S30D mutant, or they were mock-treated,
and the Orail-ACS8 interaction was analyzed by co-immunoprecipitation from cell lysates. Figure 3,
bottom panel, depicts that expression of YFP-Orail produced a band of the predicted size (approximately
60 kDa). Furthermore, expression of the Orai1527A/S30A and Orai1527D/S30D mutants yielded several
bands, one at the size of the native Orail and other small size bands which might be attributed to Orail
without post-translational modifications. As shown in Figure 3, our results indicated that AC8 was able
to co-immunoprecipitate with YFP-Orail, as well as with the OrailS27A/S30A and OrailS27D/S30D
mutants. Therefore, these findings indicate that phosphorylation of Orail at Ser-27 and Ser-30 is
unlikely to interfere with Orail binding to ACS.
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Figure 2. Role of Ca>* mobilization in the Orail-AC8 interaction. (a) MDA-MB-231 cells were loaded
with dimethyl BAPTA or left untreated, as indicated, and then suspended in a medium containing
1 mM CaZ* or in a Ca2*-free medium (100 uM EGTA added). Cells were treated with 1 pM TG or
the vehicle, as indicated, and lysed 1 min later. Whole-cell lysates were immunoprecipitated (IP)
with anti-Orail antibody. Immunoprecipitates were subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent
Western blotting with specific anti-AC8 antibody, as indicated. Membranes were reprobed with the
antibody used for immunoprecipitation for protein loading control. The panels show 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. (b) The box plot represents the quantification of
AC8-Orail interaction in resting and TG-treated cells. Results are normalized to the Orail expression;
* p < 0.05 compared to the corresponding control (untreated cells). (c) Cells were transfected with
G-GECO1.2-Orail. Forty-eight hours later, cells were suspended in a Ca®*-free medium and stimulated
with TG (1 uM) for 2 min, followed by addition of CaCl; (final concentration 1 mM) to the medium
to initiate Ca2* entry. Images are representative of six independent experiments. (d—e) Bar graphs
represent the quantification of the G-GECO (green genetically encoded Ca?* indicator for optical
imaging) fluorescence in cells loaded with dimethyl BAPTA (BAPTA) or left untreated (control),
as indicated. Fluorescence was analyzed at rest, 30 s after the addition of 1 tM TG and 30 s after the
subsequent addition of CaCl, (final concentration 1 mM).
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Figure 3. Role of Orail phosphorylation at Ser-27 and Ser-30 in the Orail-AC8 interaction. MDA-MB-231
cells were transfected with pEYPF-Orail, or the OrailS27A/S30A and OrailS27D/S30D mutants, or
they were mock-treated, as indicated. Cells were then treated with 1 pM TG or the vehicle (C)
and lysed 1 min later. Whole-cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-AC8 antibody.
Immunoprecipitates were subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent Western blotting with specific
anti-Orail antibody, as indicated. Membranes were reprobed with the anti-AC8 antibody for protein
loading control. Alternatively, the cell lysates were subjected to 10% SDS-PAGE and subsequent
Western blotting with anti-Orail antibody. The panels show 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. HC: heavy chain of the antibody used for immunoprecipitation; native Orail:
post-translationally modified Orail; Orail: Orail without post-translational modifications.

2.3. Role of AC8 in the Activation of Store-Operated Ca®* Entry in Breast Cancer MDA-MB-231 Cells

SOCE in MDA-MB-231 cells was reported to be entirely dependent on Orail function [3,6]. Hence,
we explored the functional role of the interaction between Orail and ACS in these cells. To assess
the role of AC8 in SOCE, MDA-MB-231 cells were transfected with two different commercial small
interfering RN As (siRNAs) for AC8 or scramble plasmids to analyze their effect on TG-evoked Ca%*
mobilization. As shown in Figure 4a,b, transfection with both plasmids attenuated the AC8 expression
by about 50% in 48 h. As depicted in Figure 4c, in cells transfected with scramble plasmids suspended
in a Ca?*-free medium, treatment with the SERCA inhibitor TG (1 uM) resulted in a transient increase
in the fura-2 fluorescence ratio due to Ca?* release from the intracellular Ca?" stores. Cell stimulation
with TG in a medium containing 1 mM Ca®* resulted in a greater and sustained rise in the fura-2
fluorescence ratio as a result of Ca>* release from the intracellular stores and entry through plasma
membrane channels (Figure 4d). Cell transfection with the siAC8 plasmids was without significant
effect on the resting fura-2 fluorescence ratio (in the absence of extracellular Ca?*, the resting ratios
were 0.27 + 0.01, 0.26 + 0.01 and 0.28 + 0.01 in cells transfected with scramble plasmid, siAC8#1
and siAC8#2, respectively, while, in the presence of 1 mM extracellular Ca?*, the resting ratios were
0.30 +0.02, 0.32 + 0.01 and 0.33 + 0.02 in cells transfected with scramble plasmid, siAC8#1 and siAC8#2,
respectively). Furthermore, transfection with the siAC8 plasmids did not modify TG-induced Ca**
release (Figure 4e,g,i). The initial peak fura-2 fluorescence ratios were 0.10 + 0.01, 0.10 + 0.01, and
0.09 + 0.02 in cells transfected with scramble plasmid, siAC8#1, or siAC8#2, respectively, thus indicating
that AC8 does not have a significant effect on the ability of MDA-MB-231 cells to accumulate CaZ*
in the intracellular stores or on the Ca2* leakage rate from the stores. By contrast, attenuation of
AC8 expression by transfection of the siAC8 plasmids reduced TG-evoked Ca?* mobilization in the
presence of 1 mM extracellular Ca?* (Figure 4f h,i; the initial slopes of the increase in fura-2 fluorescence
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ratio were 0.0065 + 0.0004, 0.0036 + 0.0003, and 0.0040 + 0.0002 in cells transfected with scramble
plasmid, siAC8#1, or siAC8#2, respectively, while the initial peak fura-2 fluorescence ratios were
0.93 +£0.02,0.64 +0.03,and 0.65 + 0.02, in cells transfected with scramble plasmid, siAC8#1, or siAC8#2,
respectively). As TG-evoked Ca?* release was unaffected by attenuation of the AC8 expression, this
effect should be attributed to a reduction in TG-induced Ca2* influx. If we consider the area under the
curve (AUC) or the entry of Ca>* stimulated by TG, corrected by subtraction of the response to TG in
the absence of external Ca?*, transfection of the siAC8#1 and siAC8#2 plasmids significantly reduced
SOCE by 40 + 2% and 31 =+ 2%, respectively (Figure 4j; p < 0.05).

a kDa b
Blot: AC8 s e 1O o gerame
= l l 9 3 SIACB#1
l . 1 —100 03’ 08 g siacai
; g
Input: p-actin _50 & 00
- — 204 =3
=37 -g .
sc #1 #2 § 0.2 — g
siRNA ACS8 0.0
c scramble d scramble
o o
0.8 1. -
B [ [Ca™),=0 min E 1. | Ca“"k=1mM |
8 g 12
g 08 § 1.
g 1M TG % 0 TWMTG
0
2 04 l = 04 l
o~ o~
% _J\ﬁ g 02
F 02 0
0 120 240 360 480 0 120 240 360 480
e Time (s) f Time ()
. SIACB #1
SiACB #1
2 £ 18
g 08 . B4y [Ca™ =1 mi |
§ 0s g 10
g g g.g 1WMTG
1M TS .
S04 £ | & o l
‘3 _—_/\\_ ,E <2
& 0.2 Z 00
0 120 240 360 480 0 120 240 360 480
g Time (s) h Time (s)
SIACB #2 SIACB #2
2 08, 218
s [ [ca¥p=0mit g 14 [CaT k=1 mM |
212
Eost s 810
ﬁ l g oe 1M TG
304 308 |
o ~ 04
@ __\__/\\“'\-——— & 02
2 02 5 ool
————————T—— —_—
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 0 120 240 360 480
i Time (s) j Time (s)
15 [ scramble 1507 ] scramble
£ SACB®1 o ns. ” =1 SiACE#1
- [ SiACB#2 _ = = S 31 SiAC8#2
@ § 1 g 5 100r
® 3 E *
L5 5 N
+ O go &
RS N
|5 e § S
(6]
oL
k 2 I 129 I scramblo
X scral
-g o fca’ p-omut %‘ I SiACB#1
§° @ 1 SiACB#2
g1 % B 100}
2 1M TG Oz *
2 88 .
% 03 = oonke) s
8% — sace 2=
Lo — siAce#2 &
e =
0 120 240 360 480 600
Tirme (s) ot

Figure 4. ACS8 is required for full store-operated Ca®* entry activation in MDA-MB-231 breast cancer
cells. (a-b) MDA-MB-231 cells were transfected with two different small interfering RNA (siRNA) AC8
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plasmids (siAC8#1 and siAC8#2) or a scramble plasmid (sc), as indicated. Forty-eight hours after
transfection, cells were lysed and subjected to Western blotting with anti-AC8 antibody, followed
by reprobing with anti-B-actin antibody for protein loading control (a). Molecular masses indicated
on the right were determined using molecular-mass markers run in the same gel. (b) The box plot
represents AC8 expression under the different experimental procedures normalized to the B-actin
content. (c—j) MDA-MB-231 cells were transfected with siAC8#1, siAC8#2, or scramble plasmids, as
indicated. Forty-eight hours after transfection, fura-2-loaded cells were perfused with a CaZ*-free
medium (100 uM EGTA added) or with a medium containing 1 mM CaCly, as indicated, and then
stimulated with TG (1 uM). (i and j) Bar graphs represent TG-induced Ca2* release (i) and mobilization
(j) in MDA-MB-231 cells transfected with the indicated plasmids. Data are expressed as the AUC of
means + SEM (standard error of the mean) of 40 cells/day/3-5 days and presented as a percentage
of control (cells transfected with scramble plasmid). (k and 1) MDA-MB-231 cells were transfected
with siAC8#1, siAC8#2, or scramble plasmids, as indicated. Forty-eight hours after transfection,
fura-2-loaded cells were perfused with a Ca?*-free medium (100 1M EGTA added) and then stimulated
with 1 uM TG, followed by addition of CaCl, (final concentration 1 mM) to the medium to initiate Ca%*
influx. () Bar graphs represent TG-induced Ca®* entry under the different experimental conditions.
Data are expressed as the AUC of means + SEM of 40 cells/day/3-5 days and presented as a percentage
of control (cells transfected with scramble plasmid); * p < 0.05 as compared to scramble-treated cells.

Similar results were observed when we estimated TG-induced Ca?* entry using the Ca?* add-back
protocol. As shown in Figure 4k, transfection of siAC8#1 or #2 plasmids significantly attenuated SOCE
(the initial peak fura-2 fluorescence ratios upon addition of Ca>* to TG-treated cells were 1.68 + 0.35,
0.90 +0.05, and 1.09 + 0.04 in cells transfected with scramble plasmid, siAC8#1, or siAC8#2, respectively,
and the initial slopes of the increase in fura-2 fluorescence ratio were 0.0448 + 0.0091, 0.0213 + 0.0022,
and 0.0207 + 0.0029 in cells transfected with scramble plasmid, siAC8#1, or siAC8#2, respectively).

In an attempt to ascertain more specifically the role of AC8 in Ca* influx through Orail, we
analyzed the entry of Ca* in cells expressing Orail and the Orail-activating small fragment (OASF;
amino acids 233-474) of STIM1. MDA-MB-231 cells were transfected with expression plasmids for
pEYFP-Orail and pEYFP-OASF in combination with the siAC8 or scramble plasmids. Expression of
Orail, OASE, or both in the absence or presence of the siAC8 plasmids did not significantly alter the
resting fura-2 fluorescence ratio (resting ratios were 0.30 + 0.01, 0.32 + 0.01, 0.30 + 0.01, 0.32 + 0.01,
0.30 +0.01, and 0.31 + 0.01 in cells transfected with scramble plasmid, Orail, OASEF, Orail + OASE Orail
+ OASF + siAC8#1, and Orail + OASF + siAC8#2, respectively). As shown in Figure 5, expression of
Orail alone had a negligible effect, if any, on the fura-2 fluorescence ratio, as previously reported [25].
On the other hand, OASF expression significantly enhanced Ca?* influx in these cells, which expressed
a significant amount of endogenous Orail (Figure 5c). Co-expression of Orail and OASF resulted in a
robust activation of Ca?* entry independently of Ca?* store depletion as compared to mock-treated
cells, which did not display a significant constitutive Ca** entry. Ca?* entry induced by co-expression
of Orail and OASF was impaired by AC8 silencing (Figure 5e,f,g; p < 0.05), thus suggesting that AC8
directly modulates Ca?* entry through Orail in MDA-MB-231 cells. The initial peak fura-2 fluorescence
ratios were 0.09 +0.01,0.10 +0.01, 0.28 + 0.02, 0.84 + 0.07, 0.13 £ 0.01, and 0.13 + 0.01 in cells transfected
with scramble plasmid, Orail, OASE, Orail + OASF, Orail + OASF + siAC8#1, and Orail + OASF +
siACB8#2, respectively.

The role of AC8 in Orail channel function in MDA-MB-231 cells was further explored by testing
the effect of AC8 overexpression on Ca?* influx in cells expressing exogenous Orail and OASF. Cell
transfection with AC8 plasmid was without significant effect on the resting fura-2 fluorescence ratio
(in the absence of extracellular Ca2*, the resting ratios were 0.34 + 0.01, 0.36 + 0.01, 0.32 + 0.01, and
0.32 +0.01 in cells transfected with Orail + OASE, Orail + OASF + AC8, empty vector (mock), and AC8
overexpression plasmid alone, respectively; Figure 6). As shown in Figure 6a, YFP-AC8 was efficiently
expressed in MDA-MB-231 cells. Interestingly, CaZ* entry induced by co-expression of Orail and OASE,
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estimated as the AUC, was significantly enhanced by 30% upon AC8 overexpression (Figure 6b,c;
p < 0.05). The initial peak fura-2 fluorescence ratios were 0.84 + 0.02, 1.01 + 0.03, 0.89 + 0.04, and
1.11 + 0.05 in cells transfected with Orail + OASF, Orail + OASF + AC8, empty vector (mock), and AC8
overexpression plasmid alone, respectively, whereby the two latter ones occurred upon stimulation
with TG (see Figure 6d,e). Furthermore, the initial slope of the increase in fura-2 fluorescence ratio
upon stimulation with TG in the presence of 1 mM extracellular Ca** was also enhanced by AC8
overexpression from 0.0062 + 0.0003 to 0.0080 + 0.0003 in mock-treated and AC8-transfected cells,
respectively (Figure 6d,e). These findings further suggest that AC8 plays a positive role in Orail
channel function in MDA-MB-231 cells. Accordingly, Ca2* mobilization evoked by TG in the presence
of 1 mM extracellular Ca?" was enhanced.
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Figure 5. ACS silencing attenuates Ca®* influx mediated by Orail-activating small fragment
(Orail-OASF) in MDA-MB-231 breast cancer cells. MDA-MB-231 cells were transfected with Orail (b),
OASF (c), both transfection plasmids (d—f), or empty vector (mock, a), as indicated. Cells were also
transfected with siAC8#1 (e), siAC8#2 (f), or scramble plasmid (d). Forty-eight hours after transfection,
fura-2-loaded cells were perfused with a Ca®*-free medium (100 uM EGTA added), followed by
reintroduction of external Ca2* (final concentration 1 mM) to initiate Ca?* entry. (g) Bar graphs
represent Ca2* entry in MDA-MB-231 cells transfected with the indicated plasmids. Data are expressed
as means + SEM of 40 cells/day/3-5 days and presented as a percentage of control cells; * p < 0.05 as
compared to control, ¥ p < 0.05 as compared to cells transfected with Orail and OASF expression
plasmids and scramble RNA.
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Figure 6. AC8 overexpression enhances store-operated Ca®* influx in MDA-MB-231 breast cancer cells.
(a) MDA-MB-231 cells were transfected with YFP-ACS8 transfection plasmid or empty vector (mock),
as indicated. Forty-eight hours after transfection, cells were lysed and subjected to Western blotting
with anti-AC8 antibody, followed by reprobing with anti-B-actin antibody for protein loading control.
Molecular masses indicated on the right were determined using molecular-mass markers run in the
same gel. (b,c) Cells were transfected with Orail and OASF plasmids, as well as either with YFP-AC8
plasmid (c) or empty vector (b), as indicated. Forty-eight hours after transfection, fura-2-loaded cells
were perfused with a Ca?*-free medium (100 uM EGTA added), followed by reintroduction of external
Ca?* (final concentration 1 mM) to initiate Ca2* entry. (d,e) Cells were transfected with YFP-AC8
expression plasmid (e) or empty vector (mock, b), as indicated. Forty-eight hours after transfection,
fura-2-loaded cells were perfused with a medium containing 1 mM CaCl,, as indicated, and then
stimulated with TG (1 uM). Traces are representative of 40 cells/day/3-5 days.

2.4. AC8 Prevents Phosphorylation of Orail at Ser-27 and -30

We further explored the mechanism involved in the regulation of Orail channel function by
AC8. A recent study reported that Ca?* entry via Orail results in the activation of AC8, which,
in turn, generates cAMP and activates PKA. The latter phosphorylates Orail at Ser-34, leading to
Ca?*-dependent inactivation of the channel [21]. Furthermore, Orail phosphorylation at Ser-27 and
-30 is associated with suppression of Orail channel function [20]. As phosphorylation of Ser-27,
-30, and -34 is associated with Orail inactivation, and as these residues are located within the Orail
AC8-binding sequence, we further evaluated whether interaction with AC8 prevents phosphorylation
of Orail at serine residues. To investigate this issue, we assessed the phosphoserine content of
the AC8-associated and AC8-independent Orail subsets in MDA-MB-231 cells. Resting cells and
cells stimulated with TG were used to elucidate the involvement of Ca?* store depletion in Orail
Ser-27 and Ser-30 phosphorylation. To analyze Orail phosphorylation in the AC8-associated and
independent Orail subsets, cell lysates were immunoprecipitated with anti-AC8 antibody, and
the supernatants (AC8-independent Orail fraction), as well as the proteins eluted from the pellet
(AC8-bound Orail), were immunoprecipitated again with anti-Orail antibody, followed by Western
blotting with anti-phosphoserine antibody. Our results showed a detectable phosphorylation of the
AC8-independent Orail fraction at serine residues in resting cells, which was maintained upon treatment
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with TG (Figure 7, pellet (3); n = 6). By contrast, we were unable to detect serine phosphorylation
in the AC8-associated Orail fraction (Figure 7, supernatant (2); n = 6). As a control, we tested the
phosphoserine content of the proteins remaining in the AC8 immunoprecipitates after the elution with
soft elution buffer (SEB); however, although some Orail was still remaining in the sample, Western
blotting with the specific anti-phosphoserine antibody was unable to detect any bands. Therefore,
these findings indicate that interaction with AC8 prevents Orail serine phosphorylation, which might
impair inactivation of the channel.

To further explore the modulation of Orail phosphorylation at serine residues by AC8, we tested
the effect of attenuation of AC8 expression and overexpression of the Orail phosphoserine content. As
shown in Figure 7b, cell transfection with siAC8#1 or siAC8#2 slightly enhanced Orail phosphorylation
at serine residues, while, more interestingly, AC8 overexpression almost completely abolished Orail
phosphorylation (p < 0.05; n = 5). These findings provide evidence for a role of AC8 in the regulation
of Orail phosphorylation.
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Figure 7. AC8 modulates Orail serine phosphorylation. (a) Phosphorylation of AC8-associated and
-independent Orail at Ser-27 and -30. MDA-MB-231 cells were stimulated with 1 uM TG or the
vehicle (C) and lysed 1 min later. Whole-cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-AC8
antibody, yielding pellet (1) and supernatant (1). The proteins of pellet (1) were eluted with soft
elution buffer (SEB). This step resulted in pellet (2) and supernatant (2). Pellet (2) was subjected to 10%
SDS-PAGE and subsequent Western blotting with anti-phosphoserine antibody. Supernatant (2) was
immunoprecipitated with anti-Orail antibody, followed by Western blotting with anti-phosphoserine
antibody. On the other hand, supernatant (1) was immunoprecipitated with anti-Orail antibody,
leading to pellet (3) and supernatant (3) that was discarded. Pellet (3) was subjected to 10% SDS-PAGE
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and subsequent Western blotting with specific anti-phosphoserine antibody, as indicated. Membranes
were reprobed with anti-Orail and anti-AC8 antibodies for protein loading control. The panels
show 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; * nonspecific bands.
(b) MDA-MB-231 cells were transfected with YFP-ACS8 (AC8) transfection plasmid, siAC8#1, siAC8#2
or empty vector (Mock), as indicated. Forty-eight hours after transfection, cells were lysed. Whole-cell
lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-Orail antibody. Immunoprecipitates were subjected
to 10% SDS-PAGE and subsequent Western blotting with specific anti-phosphoserine antibody, as
indicated. Membranes were reprobed with the anti-Orail antibody for protein loading control and
anti-AC8. The panels show results from one experiment representative of four others. Molecular
masses indicated on the right were determined using molecular-mass markers run in the same gel.
The box plot represents the Orail phosphoserine content relative to the Orail expression.

2.5. AC8 Plays a Relevant Role in MDA-MB-231 Cell Migration

Ca?* influx via Orail channels was reported to play a relevant role in the development of a number
of cancer hallmarks, including cell migration [3,26-28]. Next, we assessed the relevance of AC8 in
the ability of these cell lines to migrate. AC8 is a point of convergence between Ca’* and cAMP;
therefore, we firstly explored the effect of increasing cAMP levels in MDA-MB-231 cell migration using
the well-established wound healing assay. Cells were seeded, scratched, and cultured in medium
supplemented with 1% serum to prevent further cell growth. Migration of cells was quantitated as
described in Section 4. As shown in Figure 8, MDA-MB-231 cells reduced the wound size during the
first 48 h, and cell migration was enhanced by stimulation of MDA-MB-231 cells with the cholinergic
agonist carbachol (CCh; 10 uM). Cell treatment with the cell permeant cAMP analogue and PKA
activator [29], 8-bromo-cAMP (8-Br-cAMP; 300 uM), enhanced the ability of MDA-MB-231 cells to
migrate to a similar extent as CCh, so that stimulation with CCh in the presence of 8-Br-cAMP did
not increase the effect of 8-Br-cAMP alone (Figure 8; n = 6). To further explore the role of PKA in
MDA-MB-231 cell migration, cells were pretreated for 30 min with the PKA inhibitor KT-5720 (1 uM)
before they were scratched. Consistent with the results obtained with 8-Br-cAMP, treatment with
KT-5720 significantly attenuated migration of CCh-stimulated and untreated MDA-MB-231s (Figure 8;
p < 0.05; n = 6). Similar results were observed when we tested the effect of 8-Br-cAMP and KT-5720 on
MCEF7 cell migration (Figure S2, Supplementary Materials). Altogether, these findings indicate that
the cAMP-PKA pathway plays an important role in luminal MCF7 and triple-negative MDA-MB-231
breast cancer cell migration.

Next, we more specifically explored the relevance of AC8 in the ability of MDA-MB-231 cells to
migrate. MDA-MB-231 cells were transfected with siAC8#1 and siAC8#2 or scramble plasmids, and
cell migration was evaluated. As shown in Figure 9, MDA-MB-231 cells transfected with scramble
plasmid significantly reduced the wound size during the first 48 h. AC8 expression attenuation
significantly attenuated MDA-MB-231 cell migration as compared to cells transfected with scramble
plasmid (Figure 9; p < 0.05; n =6). Similarly, transfection of siAC8#1 and siAC8#2 plasmids significantly
attenuated cell migration stimulated by CCh. These findings indicate that AC8 plays an important
role in MDA-MB-231 cell migration. As depicted in Figure S3 (Supplementary Materials), attenuation
of AC8 expression in MCF7 by transfection of siAC8#1 and siAC8#2 plasmids significantly reduced
migration whether in non-stimulated or CCh-stimulated cells (1 = 6). By contrast, AC8 expression
silencing did not affect the ability of non-tumoral breast epithelial MCF10A cells to migrate (Figure 54,
Supplementary Materials; n = 6), which is consistent with the low expression of TRPC6 (canonical
transient receptor potential channel-6) in this cell line (see Figure 1c). These findings indicate that AC8
plays an important role in cell migration specifically in breast cancer cells.

Phosphorylation and activation of the focal adhesion kinase (FAK) was shown to play an
important role in cell migration and invasion [30]. FAK is a 125-kDa tyrosine kinase associated with
focal adhesions [31], and phosphorylation at Tyr-397 is generally accepted as the initial step in FAK
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activation [32]. We previously found that Orail is involved in FAK phosphorylation in cancer cells [27];
therefore, we investigated the role of AC8 in FAK phosphorylation in MDA-MB-231 cells. As illustrated
in Figure 10, AC8 expression attenuation by transfection of siAC8 plasmids significantly inhibited FAK
phosphorylation at Tyr-397 as compared to cells transfected with scramble plasmid. These observations
indicate that ACS8 is required for full tyrosine phosphorylation and activation of FAK, which might
underlie its role in MDA-MB-231 cell migration.
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Figure 8. Role of the cAMP-PKA pathway in MDA-MB-231 cell migration. MDA-MB-231 cells were
stimulated with 10 uM carbachol (CCh) or the vehicle in the absence or presence of 8-bromo-cAMP
(8-Br-cAMP; 300 uM) or KT-5720 (1 uM), and subjected to a wound healing assay as described in
Section 4. Images were acquired at 0, 24, and 48 h from the beginning of the assay. The dotted lines
define the areas lacking cells. The bars represent 100 um. The box plot represents the wound size,
in micrometers, at the different conditions (1 = 6); * p < 0.05 compared to the corresponding time in
CCh-treated cells.
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Figure 9. Role of AC8 in MDA-MB-231 cell migration. MDA-MB-231 cells were transfected with
siAC8#1, siAC8#2, or scramble plasmid, as indicated. Forty-eight hours after transfection, cells were
stimulated with 10 uM CCh or the vehicle and subjected to a wound healing assay as described in
Section 4. Images were acquired at 0, 24, and 48 h from the beginning of the assay. The dotted lines
define the areas lacking cells. The bars represent 100 um. The box plot represents the wound size, in
micrometers, at the different conditions (1 = 6); * p < 0.05 compared to the corresponding time in cells
transfected with scramble plasmid.

2.6. AC8 Is Required for TNBC Cell Proliferation

We further explored the role of AC8 in cell proliferation in TNBC cells. Western blot analysis of
whole-cell lysates from MCF10A and MCF7, as well as the TNBC cell lines MDA-MB-231, BT20, and
Hs578T, with a specific anti-AC8 antibody revealed that this protein is highly expressed in MCF7 and
TNBC cells (Figure 11a). Next, we explored the role of AC8 in MDA-MB-231 and HS578T cells. As
shown in Figure 4a and 11c, cell transfection with siAC8#1 and siAC8#2 significantly attenuated AC8
expression in MDA-MB-231 and Hs578T cells, respectively (p < 0.05; n = 4). Silencing AC8 protein
expression significantly attenuated MDA-MB-231 and Hs578T cell proliferation atall times investigated
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as compared to cells transfected with scramble plasmid (Figure 11b,c; p < 0.05; n = 4). Therefore, our
observations reveal that AC8 plays an important role in TNBC cell proliferation.
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Figure 10. Role of AC8 in focal adhesion kinase (FAK) tyrosine phosphorylation in MDA-MB-231 cells.
MDA-MB-231 cells were transfected with siAC8#1, siAC8#2, or scramble plasmid (Sc), as indicated.
Forty-eight hours later, cells were lysed and subjected to 10% SDS-PAGE and Western blotting with
anti-phospho-FAK (Y?7) or anti-FAK specific antibodies. Membranes were reprobed with anti-B-actin
antibody for protein loading control. Blots are representative of five separate experiments. The box
plot represents FAK tyrosine phosphorylation presented as the phospho-FAK/total FAK ratio.
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Figure 11. Role of AC8 in triple-negative breast cancer (TNBC) cell proliferation. (a) Non-tumoral
breast epithelial MCF10A, luminal MCF7 breast cancer, and TNBC cells (MDA-MB-231, BT20, and
Hs578T) were lysed and subjected to Western blotting with anti-AC8 antibody, followed by reprobing
with anti-p-actin antibody for protein loading control. (b,c) MDA-MB-231 (b) and Hs578T (c) cells
were transfected with siAC8#1, siAC8#2, or scramble plasmid (Sc), as indicated. Forty-eight hours
later, cell proliferation was assessed for a further 24 and 48 h using the bromodeoxyuridine (BrdU) cell
proliferation assay kit, as described in Section 4. The box plot represents cell proliferation 0, 24, and
48 h after cell transfection, presented as BrdU uptake rate; * p < 0.05 compared to the corresponding
control (cells transfected with scramble plasmid). (c, top panel) Hs578T cells were lysed and subjected
to 10% SDS-PAGE and Western blotting with anti-AC8 antibody. Blots are representative of three
separate experiments.
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3. Discussion

Orail was reported to play a major role in Ca?* influx in the TNBC cell line MDA-MB-231. SOCE,
a major mechanism for Ca?" entry in this cell type, was found to be strongly dependent on Orail [6],
whose plasma membrane expression is modulated by TRPC6 channels [3]. Furthermore, Orail is
involved in store-independent Ca?* influx through a functional interaction with Kv10.1 potassium
channels that mediate serum-induced migration [9]. Orail Ca?* channels play an important functional
role in breast cancer cells supporting a number of cancer hallmarks such as migration, proliferation,
or survival [33-35].

The Orail N-terminal intracellular region contains several phosphorylation sites. Ser-27 and -30
are the main phosphorylation sites targeted by PKCp1 [20], while Ser-34 was found to be a target
of protein kinase G (PKG) [36] and, more recently, Zhang and coworkers revealed that Ser-34 is
also a PKA phosphorylation site [21]. Phosphorylation of Orail at any of these serine residues was
demonstrated to result in Orail channel inactivation and reduction of Ca®* influx. These three serines
are located in the Orail AC8-binding sequence (amino acids 26-34). Here, we show that AC8 binding
to Orail attenuates Orail serine phosphorylation in MDA-MB-231 cells, leading to enhanced CaZ*
entry through the channel. This statement is based on different observations. First of all, we found that
AC8 and the Orailx and Orail(} variants are overexpressed in breast cancer MDA-MB-231 and MCF7
cells as compared to non-tumoral breast epithelial cells. Secondly, Orailx, but not Orail(} lacking the
N-terminal 63 amino acids, constitutively interacts with AC8. Thirdly, while the subset of Orail not
associated with AC8 is phosphorylated in serine residues both under resting conditions and upon
stimulation with the SERCA inhibitor TG, the AC8-associated Orail subset is not serine-phosphorylated,
thus suggesting that AC8 interaction might interfere with Orail phosphorylation at Ser-27, -30, and -34.
Fourthly, AC8 overexpression impairs Orail serine phosphorylation. Lastly, AC8 expression silencing
significantly reduces TG-induced Ca* entry, as well as Ca>* influx mediated by co-expression of Orail
with the STIM1 OASEF region in these cells; conversely, AC8 overexpression leads to enhanced Ca®*
influx in cells co-expressing Orail and OASF, as well as TG-evoked Ca®* influx.

A recent report by Zhang and coworkers showed an elegant functional interaction between Orail
and AC8, where AC8 activation mediates an Orail inactivation mechanism driven by local cAMP and
PKA activation that, in turn, phosphorylates Orail at Ser-34 [21]. Here, we show that binding of AC8
to Orail, at the sequence between amino acids 26 and 34, impairs phosphorylation of Orail at Ser-27,
Ser-30, and Ser-34, the Orail phosphorylation sites characterized at present [20,21,36]. Therefore,
according to previous results [21], Ca?* influx through the Orail subset associated with AC8 should be
involved in the inactivation of the AC8-independent Orail channels. In naive cells, with a normal
ACS8 expression, AC8 is expected to promote inactivation of a large subset of Orail channels; however,
in breast cancer MDA-MB-231 cells, which predominantly overexpress AC8 over Orail, the AC8/Orail
stoichiometry is shifted in favor of AC8 and, subsequently, the subset of AC8-independent Orail is
expected to be reduced, and the AC8-induced Orail inactivation is, thus, impaired (Figure 12).

We further explored the functional relevance of the AC8-Orail interaction in MDA-MB-231 cells.
In breast cancer cells, Orail was reported to play an important role in migration [37,38] and the present
study provides evidence for a role of AC8 supporting breast cancer cell migration. Silencing AC8
expression attenuates migration of resting and agonist stimulated MDA-MB-231 cells, while the same
experimental maneuver was without effect in the non-tumoral breast epithelial MCF10A cell line, an
observation that is likely attributed to the low AC8 expression in this cell line. The role of AC8 in cell
migration is not specific to TNBC cells, as similar results were observed in the luminal breast cancer
MCF?7 cell line, which exhibits some common features with the MDA-MB-231 cell line, such as AC8
and Orail overexpression. While the role of AC8 in cell migration might be attributed to impairment of
Orail inactivation and, thus, the support of Ca?* influx, we cannot rule out the possibility that cAMP
generation by AC8 also plays a role in breast cancer cell migration, as PKA activation in MDA-MB-231
and MCF7 cells by the cAMP analogue 8-bromo-cAMP per se enhances cell migration and, conversely,
pharmacological PKA inhibition attenuates it.
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Figure 12. Cartoon summarizing the impairment of phosphorylation-dependent Orail inactivation by
ACS8 overexpression. In non-tumoral breast epithelial cells, Ca?* influx via Orail activates AC8, which,
in turn, results in the activation of PKA, leading to inactivation of a large subset of AC8-independent
Orail channels. In breast cancer MDA-MB-231 cells, the greater AC8 overexpression modifies the
AC8/Orail stoichiometry, thus preventing phosphorylation-dependent Orail inactivation.

Finally, we investigated the mechanism underlying the role of AC8 in MDA-MB-231 cell migration.
Focal adhesion turnover is essential for cell migration, and the cytosolic tyrosine kinase FAK plays
a central role in the dynamics of focal adhesions [39]. Hence, we assessed whether the role of AC8 in
cell migration might be attributed to the regulation of FAK phosphorylation at Tyr-397, which is used
as an indicator of FAK activation [40,41]. Our results indicate that FAK phosphorylation at Tyr-397
is strongly dependent on AC8 expression, thus suggesting that FAK activation might underlie the
participation of AC8 in MDA-MB-231 cell migration.

We further observed that AC8 plays a relevant role in TNBC cell proliferation, another cellular
function regulated by SOCE in breast cancer cells [3].

4. Materials and Methods

4.1. Reagents

Fura-2 acetoxymethyl ester (fura-2/AM) was from Molecular Probes (Leiden, The Netherlands).
TG, rabbit polyclonal anti-Orail antibody (catalog number 08264, epitope: amino acids
288-301 of human Orail), rabbit polyclonal anti-B-actin antibody (catalog number A2066,
epitope: amino acids 365-375 of human p-actin), KT5720, 8-bromoadenosine 3’-5'-cyclic
monophosphate sodium, BAPTA (1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid
tetrakis(acetoxymethyl ester)), EGTA (ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic
acid), HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid), EDTA (ethylenedinitrilotetraacetic
acid) and bovine serum albumin (BSA) were from Sigma (St Louis, MO, USA). Rabbit monoclonal
anti-FAK antibody (catalog number ab40794, epitope: within amino acids 700-800 of human FAK)
and rabbit monoclonal anti-FAK (phospho Y-397) antibody (catalog number ab81298) were from
Abcam (Cambridge, UK). Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse immunoglobulin G
(IgG) antibody and goat anti-rabbit IgG antibody were from Jackson laboratories (West Grove, PA,
USA). Clean-Blot™ IP Detection Reagent, carbamylcholine chloride (carbachol), rabbit polyclonal
anti-adenylate cyclase 8 antibody (catalog number PA5-72589, epitope: amino acids 946-972 of human
adenylate cyclase 8), SuperSignal®West Dura extended duration substrate reagent, Silencer®Adenylyl
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cyclase 8 pre-designed siRNAs (Ids#: 119586 and 119587), and Silencer®Select Negative Control
siRNA were from ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA). PNGase F from Elizabethkingia
miricola was from Promega Corporation (Madison, WI, USA) DharmaFECT kb transfection reagent
was from Dharmacon Inc (Lafayette, CO, USA). Protein A agarose was from Merck-Millipore
(Burlington, MA, USA). Plasmids used were kindly provided by Christoph Romanin (YFP-Orail
and YFP-OASF; University of Linz, Linz, Austria), Michelle Halls (YFP-adenylyl cyclase 8; Monash
University, Australia), and Agustin Guerrero (Flag-Orail-S27A/S30A and Flag-Orail-S27D/S30D;
CINVESTAV, Mexico). G-GECO1.2-Orail was a gift from Michael Cahalan (Addgene plasmid #73562;
http://n2t.net/addgene:73562; Research Resource Identifier: Addgene_73562). Fura-FFP18/AM was
from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). All other reagents were of analytical grade.

4.2. Cell Culture and Transfection

The MCF10A cell line was provided by Dr. Potier-Cartereau (Université Francois Rabelais Tours,
France). MCF7 and MDA-MB-231 cell lines were obtained from American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA). Hs578T cells were provided by Dr. Benitez (CNIO, Madrid, Spain). Cells
were cultured up to 20-25 passages at 37 °C with 5% CO; in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)-F12 (MCF10A) or DMEM (MCF7 and MDA-MB-231), supplemented with 10% (v/v) horse or
fetal bovine serum, respectively, and 100 U/mL penicillin and streptomycin, as described previously [3].
For Western blotting and immunoprecipitation assays, cells (2 x 10°) were plated in 75-cm? flasks and
cultured for 48-72 h, while, for calcium imaging, wound healing assay, and confocal determination of
G-GECO1.2 fluorescence assays, cells (2 x 10° to 2.5 x 10°) were seeded in a 35-mm six-well multidish.

MDA-MB-231 cells were transfected with expression plasmids for YFP-Orail, YFP-ACS, YFP-OASE,
Flag-Orail-S27A/S30A, and Flag-Orail-527D/S30D or scramble plasmid using DharmaFECT kb
transfection reagent. Plasmids were used at 1 pg/mL. AC8 siRNAs and negative control siRNA were
also transfected into cell using DharmaFECT kb transfection reagent. siRNAs were used for silencing
experiments at 1 pg/mL.

4.3. Measurement of Cytosolic Free-Calcium Concentration (| Ca?*].)

Cells were loaded with fura-2 by incubation with 2 uM fura 2/AM for 30 min at 37 °C as described
previously [42]. Coverslips with cultured cells were mounted on a perfusion chamber and placed on
the stage of an epifluorescence inverted microscope (Nikon Eclipse Ti2, Amsterdam, The Netherlands)
with an image acquisition and analysis system for videomicroscopy (NIS-Elements Imaging Software,
Nikon, Amsterdam, The Netherlands). Cells were continuously superfused at room temperature with
HEPES-buffered saline (HBS) containing (in mM) 125 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl,, 5 glucose, and 25 HEPES,
pH 7.4, supplemented with 0.1% (w/v) BSA. Cells were examined at 40x magnification (Nikon CFI S
FLUOR 40x Oil, Amsterdam, The Netherlands) and were alternatively excited with light from a xenon
lamp passed through a high-speed monochromator Optoscan ELE 450 (Cairn Research; Faversham,
UK) at 340/380 nm. Fluorescence emission at 505 nm was detected using a cooled digital sCMOS
camera Zyla 4.2 (Andor; Belfast, UK) and recorded using NIS-Elements AR software (Nikon; Tokyo,
Japan). Fluorescence ratio (F340/F380) was calculated pixel by pixel, and the data were presented as
AF340/F3g0, as previously described [13,43,44]. TG-evoked Ca®* release and Ca?* mobilization, as well
as constitutive Ca?* influx in cells co-expressing YFP-Orail and YFP-OASF, were estimated as the area
under the curve (AUC) measured as the integral of the rise in fura-2 fluorescence ratio for 2.5 min after
the addition of TG in the absence or presence of extracellular Ca?*, respectively, taking a sample every
second. To compare the rate of increase in fura-2 fluorescence between different treatments we used
the constant of the exponential increase. Traces were fitted to the equation: y = A(1 — e KIT) e K2T
where K] is the constant of the exponential increase.
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4.4. Measurement of Near-Plasma-Membrane Free-Calcium Concentration

Cells were incubated with 5 uM fura-FFP18/AM for 2 h at 37 °C as described previously [45].
Coverslips with cultured cells were mounted on a perfusion chamber and placed on the stage of an
epifluorescence inverted microscope (Nikon Eclipse Ti2, Amsterdam, The Netherlands) with an image
acquisition and analysis system for videomicroscopy (NIS-Elements Imaging Software, Nikon). Cells
were continuously superfused with HBS supplemented with 0.1% (w/v) BSA at room temperature and
were examined at 40x magnification (Nikon CFI SFLUOR 40x Oil, Amsterdam, The Netherlands). Cells
were alternatively excited with light from a xenon lamp passed through a high-speed monochromator
Optoscan ELE 450 (Cairn Research; Faversham, UK) at 335 and 364 nm, and fluorescence emission,
at 490 and 502 nm, respectively, was detected using a cooled digital sSCMOS camera Zyla 4.2 (Andor;
Belfast, UK) and recorded using NIS-Elements AR software (Nikon, Tokyo, Japan). Fluorescence ratio
(F335/F364) was calculated pixel by pixel, and the data were presented as AF335/F344. TG-evoked Ca%+
entry was measured as the integral of the rise in fura-FFP18 fluorescence ratio for 3 min after the
addition of extracellular Ca®* taking a sample every second (AUC). To compare the rate of increase in
fura-FFP18 fluorescence between different treatments, traces were fitted to the equation mentioned in
Section 4.3.

4.5. Immunoprecipitation and Western Blotting

The immunoprecipitation and Western blotting were performed as described previously [46].
Briefly, 500-uL aliquots of cell suspension (4 x 10° cell/mL) were lysed with an equal volume of ice-cold
2x NP-40 buffer, pH 8, containing 274 mM NaCl, 40 mM Tris, 4 mM EDTA, 20% glycerol, 2% nonidet
P-40, 2 mM Na3zVOy, and complete EDTA-free protease inhibitor tablets. Aliquots of cell lysates (1 mL)
were immunoprecipitated by incubation with 2 pg of anti-Orail or anti-AC8 antibody and 25 pL of
protein A agarose overnight at 4 °C on a rocking platform. The soft elution of proteins bound to the
protein A agarose was performed according to the protocol described by Antrobus and Borner [47]. The
immunoprecipitates were resolved by 10% SDS-PAGE, and separated proteins were electrophoretically
transferred 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 and f3-actin was achieved by incubation for 1 h with anti-Orail
antibody diluted 1:500 in TBST or 1 h with anti-f3-actin antibody diluted 1:2000 in TBST, respectively.
ACS, p-FAK, and FAK were achieved by incubation overnight with anti-AC8, anti-p-FAK (phospho
Y-397) and anti-FAK antibody diluted 1:500 in TBST, respectively. The primary antibody was removed,
and blots were washed six times for 5 min each with TBST. To detect the primary antibody, blots were
incubated for 1 h with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG antibody, horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody diluted 1:10000 in TBST, or Clean-Blot™ IP
Detection Reagent diluted 1:250 in TBST, and then exposed to enhanced chemiluminiscence reagents
for 5 min. The density of bands was measured using a C-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner
(LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Data were normalized to the amount of protein recovered by
the antibody used for the immunoprecipitation.

4.6. Wound Healing Assay

The wound healing assay was performed as described previously [3]. MDA-MB-231 cells were
seeded in a 35-mm six-well multidish to obtain confluence after 24 h. Next, cells were cultured in
medium supplemented with 1% serum, and a wound was created using a sterile 200-uL plastic pipette
tip. Photographs were taken immediately or at the times indicated using an inverted microscope Nikon
Eclipse TS100 (Tokyo, Japan). Migration of cells was quantitated using Fiji Image] (NIH; Bethesda,
MD, USA).
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4.7. Confocal Determination of G-GECO01.2 Fluorescence

G-GECO1.2-Orail transfected MDA-MB-231 cells were seeded on coverslips and mounted on
a perfusion chamber and placed on the stage of an epifluorescence inverted microscope Nikon Eclipse
Ti (Tokio, Japan) with an image acquisition and analysis system for videomicroscopy NIS-Elements
Imaging Software (Nikon, Amsterdam, The Netherlands). Cells were continuously superfused with
HBS supplemented with 0.1% (w/v) BSA at room temperature. Cells were examined at 60X magnification
and excited using a confocal laser-scanning system (Melles-Griot, IDEX Health & Science, Wallingford,
CT, USA) at 488 nm. Fluorescence emission at 515 nm was detected and recorded using NIS-Elements
AR software (Nikon). GECO fluorescence was determined (a) before the addition of TG (resting) in
the absence of extracellular Ca?* (100 uM EGTA added), (b) 30 s after the addition of 1 uM TG in the
absence of extracellular Ca2*, and (c) 30 s after the addition of 1 mM CaCl, to the extracellular medium.
Images were analyzed using Image] software (NIH, Bethesda, MD, USA).

4.8. Determination of Cell Proliferation

To determine cell proliferation, cells were seeded at a concentration of 5 X 103/well into 96-well
plates and, after 0, 24, and 48 h, cell proliferation was assessed using a specific cell proliferation
assay kit based on the measurement of BrdU incorporation during DNA synthesis according to the
manufacturer’s instructions (BioVision, Milpitas, CA, USA). Absorbance in samples was measured
using a plate reader (Epoch, Biotek, Swindon, UK) at 450 nm, presented as arbitrary units.

4.9. Statistical Analysis

Analysis of statistical significance was performed using the Kruskal-Wallis test combined with
Dunn’s post hoc test (or one-way analysis of variance combined with Tukey post hoc test for the analysis
of Ca2t determinations) (GraphPad Prism Windows 5.04, San Diego, CA, USA). For comparison
between two groups, the Mann-Whitney U test was used. A p-value <0.05 was considered to be
statistically significant.

5. Conclusions

In conclusion, our results provide strong evidence for the impairment of phosphorylation-
dependent Orail inactivation by AC8 overexpression in MDA-MB-231 cells, a mechanism that
enhances Ca?* influx, breast cancer cell migration (by supporting FAK activation), and cell proliferation.
These findings suggest that AC8 might be a good candidate for the development of anti-tumoral
strategies in breast cancer.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/11/11/1624/s1:
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of AC8 in MCF10A cell migration.
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Figure S1. Ca>* mobilization near the plasma membrane in MDA-MB-231 breast cancer cells.
MDA-MB-231 cells wereloaded with dimethyl-BAPTA (b) or left untreated (a). Cells, loaded with
fura FFP-18, were perfused with a Ca?-free medium (100 uM EGTA added) and stimulated with
1 uM TG followed by reintroduction of external Ca? (final concentration 1 mM) to initiate Ca®
entry. Traces are representative of 40 cells/day/3-5 days. (c) Bar graphs represent Ca*
mobilization near the plasma membrane upon reintroduction of external Ca* in BAPTA-loaded
or untreated (Control) cells, estimated as described in Material and Methods.
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Figure S2. Role of the cAMP-PKA pathway in MCF7 cell migration. MCF?7 cells were stimulated
with 10 pM CCh or the vehicle in the absence or presence of 8-Br-cAMP (300 uM) or KT-5720 (1
M), and subjected to wound healing assay as described in Methods. Images were acquired at 0,
24 and 48 h from the beginning of the assay. The dotted lines define the areas lacking cells. The
bars represent 100 pm. The box plot represents the wound size, in micrometers, at the different
conditions (n= 6). * p <0.05 compared to the corresponding time in CCh-treated cells.
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Figure S3. Role of AC8 in MCF7 cell migration. MCE7 cells were transfected with siAC8#1, siAC8#2 or
scramble plasmid, as indicated. Forty-eight hours after transfection cells were stimulated with 10 uM CCh
or the vehicle and subjected to wound healing assay as described in Methods. Images were acquired at 0, 24
and 48 h from the beginning of the assay. The dotted lines define the areas lacking cells. The bars represent
100 um. The box plot represents the wound size, in micrometers, at the different conditions (n = 6). * p <0.05
compared to the corresponding time in cells transfected with scramble plasmid.
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Figure S4. Role of AC8 in MCF10A cell migration. MCF10A cells were transfected with siAC8#1,
siAC8#2 or scramble plasmid, as indicated. Forty-eight hours after transfection cells were
stimulated with 10 pM CCh or the vehicle and subjected to wound healing assay as described in
Methods. Images were acquired at 0, 12 and 24 h from the beginning of the assay. The dotted
lines define the areas lacking cells. The bars represent 100 pm. The box plot represents the wound
size, in micrometers, at the different conditions (n = 6).
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Functional role of TRPC6 and STIM2 in cytosolic
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TRPC6 forms non-selective cation channels activated by a variety of stimuli that are
involved in a wide number of cellular functions. In estrogen receptor-positive (ER+) breast
cancer cells, the store-operated Ca®* entry has been reported to be dependent on STIM1,
STIM2 and Orai3, with TRPC6 playing a key role in the activation of store-operated Ca*
entry as well as in proliferation, migration and viability of breast cancer cells. We have used
a combination of biotinylation, Ca®* imaging as well as protein knockdown and overexpres-
sion of a dominant-negative TRPC6 mutant (TRPC6dn) to show that TRPC6 and STIM2
are required for the maintenance of cytosolic and endoplasmic reticulum Ca®* content
under resting conditions in ER+ breast cancer MCF7 cells. These cells exhibit a greater
plasma membrane expression of TRPC6 under resting conditions than non-tumoral breast
epithelial cells. Attenuation of STIM2, TRPC6 and Orai3, alone or in combination, results in
impairment of resting cytosolic and endoplasmic reticulum Ca®* homeostasis. Similar
results were observed when cells were transfected with expression plasmid for TRPC6dn.
TRPC6 co-immunoprecipitates with STIM2 in resting MCF7 cells, a process that is
impaired by rises in cytosolic Ca®* concentration. Impairment of TRPC6 function leads to
abnomal Ca®* homeostasis and endoplasmic reticulum stress, thus, suggesting that
TRPC6 might be a potential target for the development of anti-tumoral therapies.

Introduction

Ca®* signaling plays a pivotal role in a wide variety of physiological functions, such as proliferation,
exocytosis and gene transcription. In non-excitable cells, store-operated Ca** entry (SOCE) is the
main mechanism for Ca®>* influx that leads to the rise of cytosolic Ca®* concentration ([Ca**].), trig-
gering Ca**-dependent signaling pathways [1]. SOCE is mediated by a Ca*" signaling toolkit whose
major components are different members of Orai, canonical transient receptor potential channel
(TRPC) and stromal interaction molecule (STIM) protein families. Orail, predominantly, and also
TRPCI are widely considered as the two main Ca** channels that mediate SOCE [2], although the

“These authors contributed other two Orai family members, Orai2 and Orai3, can also conduct SOCE but showing less efficacy
ey fo Bk than Orail [3]. TRPC6, a non-selective cation channel can also mediate and regulate SOCE at the
Received: 14 July 2020 same time that maintains the basal [Caz“L]7C stable in different types of cells [2,4]. On the other hand,
Revised: 7 August 2020 STIM family comprises two EF-hand Ca**-binding related proteins, STIM1 and STIM2, that act as
Accepted: 14 August 2020 endoplasmic reticulum Ca®* sensors activating Ca** channels after store depletion. While the function

of STIM1 as a modulator of SOC channels and Ca®>* homeostasis has been widely demonstrated, the

Accepted Manuscript online:
p e role of STIM2 in the control of intracellular Ca** homeostasis is less known. It has been reported that

14 August 2020

Version of Record published: STIM2 is responsible for the maintenance of intracellular Ca®* homeostasis in resting conditions,
4 September 2020 since, in comparison with STIM1, STIM2 EF-hand exhibits lower affinity for Ca**. This feature allows
© 2020 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society 3183
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STIM2 to detect tiny changes in endoplasmic reticulum Ca®" concentration ([Ca®*]gg), leading a subsequent
activation of weak and prolonged SOC currents in order to refill depleted stores and correct small changes in
[Ca**]gr [5,6]. In addition, STIM2 promotes the recruitment and activation of STIMI after mild stimulation to
ensure the triggering of downstream Ca®" signal pathways [7].

Most cancer cells, including breast cancer cells, undergo a remodeling of this Ca®* signaling toolkit which
leads the activation of different hallmarks of cancer, including metastasis, proliferation, invasion or migration
[8-11]. Hence, in triple negative breast cancer cells, such as the MDA-MB-231 cell line, SOCE is mainly
mediated by STIM1 and Orail, while in estrogen receptor-positive (ER+) cancer cells, such as the MCF7 cell
line, SOCE is mostly dependent on STIMI1, STIM2 and Orai3 [12]. TRPC6 is up-regulated in both breast
cancer cell types and promotes the insertion of Orail and Orai3 in the plasma membrane in MDA-MB-231
and MCF?7 cells, respectively [13].

Here, we show that, in ER+ breast cancer cells, TRPC6, STIM2 and Orai3 are involved in the maintenance
of [Ca**]gr and in the modulation of [Ca®*]. in resting conditions. The proposed mechanism suggests that
STIM?2 is able to detect small changes in [Ca**]gg, promoting its association with TRPC6 and the subsequent
activation of this channel. This interaction leads to Ca** refilling of the endoplasmic reticulum, and the impair-
ment of TRPC6 function promotes the development of endoplasmic reticulum stress and caspase-3 activation.

Materials and methods

Materials

Fura-2 acetoxymethyl ester (fura-2/AM) and rabbit anti-STIM2 antibody were purchased from Invitrogen
(Madrid, Spain). Thapsigargin (TG), Nonidet P-40, sodium dodecyl sulfate (SDS), anti-actin polyclonal antibody,
bovine serum albumin, calcium chloride, N,N’,N'-tetraacetic acid (EGTA), glucose, HEPES, mouse anti-Orai3
antibody and Trizma® base were purchased from Sigma-Aldrich (Germany). Complete EDTA-free protease
inhibitor tablets were purchased from Roche Pharma AG (Germany). Polyclonal rabbit anti-TRPC6 antibody
was purchased from Alomone Labs (Jerusalem, Israel). Polyclonal rabbit anti-phospho-elF2a (Ser’") antibody
(catalog # 9721S) was from Cell Signaling (Boston, MA, US.A.). Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit
and anti-mouse IgG antibody was purchased from Jackson ImmunoResearch (PA, U.S.A.). Enhanced chemilumi-
niscence detection reagents were from Pierce (Chesire, U.K.). Western blot nitrocellulose membranes were
from Bio-Rad Laboratories (Ca, US.A.). DharmaFECT kb transfection reagent was from Dharmacon Inc
(Lafayette, CO, US.A.). Protein A agarose was from Merck-Millipore (Burlington, MA, U.S.A.). Ez-Link
Sulfo-NHS-LC-Biotin and streptavidin-conjugated agarose beads, Clean-Blot™ IP Detection Reagent and
SuperSignal® West Dura extended duration substrate reagent and Live/Dead® viability/cytotoxicity kit were pur-
chased from ThermoFisher Scientific Inc (Waltham, MA, US.A.). pCMV R-CEPIAler was a gift from
Masamitsu lino (Addgene plasmid # 58216; http:/n2tnet/addgene:58216; RRID: Addgene_58216). All other
reagents were of analytical grade.

Cell culture and transfection

MCF10A, MCF7, T47D, MDA-MB-468, BT20 and MDA-MB-231 cell lines were obtained from the American
Type Culture Collection. Cells were cultured up to 20-25 passages at 37°C with 5% CO, in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM)-F12 (for MCF10A) or DMEM (for MCF7, T47D, MDA-MB-468, BT20 and
MDA-MB-231), supplemented with 5% and 10% (v/v) horse or fetal bovine serum, respectively, and 100 U/ml
penicillin and streptomycin, as described previously [14]. For Western blotting and immunoprecipitation assays,
cells (2x 10°) were plated in 75 cm” flasks and cultured for 48-72 h, while, for Ca** imaging and determination
of R-CEPIAler fluorescence assays, cells (2 x 10° to 2.5 x 10°) were seeded in a 35 mm six-well multidish.

MCEF7 cells were transfected with expression plasmids for the pore-dead dominant-negative TRPC6
(TRPC6dn) mutant using DharmaFECT kb transfection reagent. Plasmids were used at 1 pg/ml. TRPC6
shRNA, STIM2 and Orai3 siRNAs and negative control RNAi were also transfected into cell using
DharmaFECT kb transfection reagent as described previously [13,15]. siRNAs were used for silencing experi-
ments at 1 pg/ml.

Determination of cytosolic and ER free calcium concentration
Cells were loaded with fura-2 by incubation with 2 pM fura 2/AM for 30 min at 37°C as described previously
[16] or transfected with pCMV R-CEPIAler and used 48 h after transfection. Coverslips with MCEF?7 cells were

© 2020 The Author(s). Published by Portiand Press Limited on behalf of the Biochemical Society
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mounted on a perfusion chamber and placed on the stage of an epifluorescence inverted microscope (Nikon
Eclipse Ti2, Amsterdam, The Netherlands) with an image acquisition and analysis system for videomicroscopy
(NIS-Elements Imaging Software, Nikon, Amsterdam, The Netherlands). Cells were continuously superfused at
room temperature with HEPES-buffered saline (HBS) containing (in mM) 125 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl,, 5
glucose, and 25 HEPES, pH 7.4, supplemented with 0.1% (w/v) BSA. Cells were examined at 40x magnification
(100x in case of R-CEPIAler) (Nikon CFI S FLUOR, Amsterdam, The Netherlands) and were excited with
light from a xenon lamp passed through a high-speed monochromator Optoscan ELE 450 (Cairn Research;
Faversham, U.K.) either alternatively at 340/380 nm (for fura-2) or at 562 nm (for R-CEPIAler). Fluorescence
emission at 505 nm (fura-2) or 641 nm (R-CEPIAler) was detected using a cooled digital sSCMOS camera Zyla
42 (Andor; Belfast, U.K.) and recorded using NIS-Elements AR software (Nikon; Tokyo, Japan). Fluorescence
ratio (F340/F380) was calculated pixel by pixel, and the data were presented as AF;40/Fsg, as previously
described [14,17]. TG-evoked Ca>* release and entry were estimated as the area under the curve (AUC) mea-
sured as the integral of the rise in fura-2 fluorescence ratio for 2.5 min after the addition of TG or CaCl,,
respectively, taking a sample every second. To compare the rate of increase in fura-2 fluorescence between
different treatments we used the constant of the exponential increase. Traces were fitted to the equation

s A(l - e~KlT) ” e~K2T,

where K| is the constant of the exponential increase. To compare the rate of decay of R-CEPIAler fluorescence
between different treatments traces were fitted to the equation

y=AK+B,

where K is the slope.

Biotinylation of membrane proteins

MCE7 cells grown in 75 cm? tissue culture dishes were washed three times with HBS (without added serum or
protein). Three ml of Soercen’s buffer (pH 7.0) (16 mM Na,HPO, and 114 mM NaH,PO,) and containing
2.5 mg EZ-Link sulfo-NHS-LC-biotin were added, and cells were incubated at 4°C for 1 h. The biotinylation
reaction was terminated by addition of Tris-base to a final concentration of 33 mM. Following biotinylation,
cells were washed twice in Soercen’s buffer, disrupted using Nonidet P-40 buffer and sonicated. Cell lysates
were centrifuged (16000g for 5min at 4°C) and the samples were incubated with 25 pl streptavidin beads
overnight at 4°C and resuspended in Laemmli’s buffer for subsequent analysis by Western blotting.

Immunoprecipitation and Western blotting

The immunoprecipitation and Western blotting were performed as described previously [18]. Briefly, 500 .l
aliquots of cell suspension (2 x 10° cell/ml) were lysed with an equal volume of ice-cold 2x Nonidet P-40
buffer, pH 8, containing 274 mM NaCl, 40 mM Tris, 4 mM EDTA, 20% glycerol, 2% Nonidet P-40, 2 mM
Na3;VOy, and complete EDTA-free protease inhibitor tablets. Aliquots of cell lysates (1 ml) were immunopreci-
pitated by incubation with 2 pg of anti-TRPC6 antibody and 25 pl of protein A agarose overnight at 4°C on a
rocking platform. The immunoprecipitates were resolved by 8% or 10% SDS-PAGE (it should be noted that
when 8% SDS-PAGE was used TRPC6 appears as a double band). Separated proteins were electrophoretically
transferred 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 STIM2, TRPC6 and B-actin was achieved by incubation for 2 h with anti-STIM2 diluted
1:500 in TBST, overnight with anti-TRPC6 antibody diluted 1:500 in TBST or 1 h with anti-B-actin antibody
diluted 1:2000 in TBST, respectively. Phospho-eIF20. was detected by incubation for 2h with
anti-phospho-elF2o antibody diluted 1:1000 in TBST. The primary antibody was removed, and blots were
washed six times for 5 min each with TBST. To detect the primary antibody, blots were incubated for 1 h with
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody diluted 1: 10000 in TBST, or Clean-Blot™ IP
Detection Reagent diluted 1:250 in TBST, and then exposed to enhanced chemiluminiscence reagents for
5 min. The density of bands was measured using a C-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner (LI-COR
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Biosciences, Lincoln, NE, U.S.A.). Data were normalized to the amount of protein recovered by the antibody
used for the immunoprecipitation.

Caspase-3 activity assay

To determinate caspase-3 activity, 2 x 10° MCF7 resting cells or treated with 200 uM TPEN for 30 min and
MCEF?7 transfected with TRPC6 shRNA or TRPC6dn were lysed using ice-cold Nonidet P-40 buffer supplemen-
ted with 5mM DTT, and then lysates were sonicated. Later, 250 .l of cell lysates were mixed with 2 ml of
Nonidet P-40 (supplemented with 5mM DTT and 8.25 mM of caspase-3 substrate Z-DEVD-AFC) and were
incubated at 37°C for 2 h. as described previously [19]. Substrate cleaving was measured with a fluorescence
spectrophotometer with excitation wavelength of 400 nm and emission at 505 nm. The activity of caspase-3
was calculated from the cleavage of its specific fluorogenic substrate following the manufacturefs instructions.

Cell viability

Cell viability was estimated using Live/Dead* viability/cytotoxicity kit. Briefly, cells were incubated for 45 min
with 2 pM calcein-AM and 30 min with 4 pM propidium iodide following the manufacturer’s instructions.
Cultured cells were placed on the stage of an EVOS FL auto 2 cell imaging system (ThermoFisher Scientific,
Madrid, Spain). Samples were excited at 430 nm and 555 nm for calcein and propidium iodide, respectively,
and the resulting fluorescence was recorded at 542 nm (for viable cells) and 624 nm (for dead cells). Cell viabil-
ity was quantitated using Fiji Image] (NIH, Bethesda, MD, US.A.).

Statistical analysis
Analysis of statistical significance was performed using Student’s ¢-test. P < 0.05 was considered to be significant
for a difference.

Results

Expression of STIM2, Orai3 and TRPC6 in breast cancer cells

Western blot analysis of STIM2, Orai3 and TRPC6 in whole cell lysates reveals that STIM2 is similarly
expressed in the non-tumoral breast epithelial cell line MCF10A, the ER+ breast cancer MCF7 and T47D cell
lines and the triple negative breast cancer (TNBC) cell lines MDA-MB-468, BT20 and MDA-MB-231 (Figure 1
and Table 1). In contrast, in agreement with previous studies [12,13], the ER+ cell lines exhibit the greatest
Orai3 expression and TRPC6 expression is significantly higher in all the breast cancer cell lines investigated as
compared with non-tumoral cells (Figure 1 and Table 1; P <0.05; n=4).

Plasma membrane expression of TRPC6 in non-stimulated breast cancer cells
We have further investigated the plasma membrane localization of TRPC6 in resting breast cancer cells by
surface biotinylation. As shown in Figure 2, plasma membrane expression of TRPC6 was clearly detected in
non-tumoral MCF10A breast epithelial cells as well as in ER+ cancer cells an TNBC except in MDA-MB-231
cells, where the surface exposure of TRPC6 is significantly lower than in non-epithelial cells and the other
breast cancer cells investigated (Figure 2; P< 0.05; n=4). The surface expression of TRPC6 in the other TNBC
cell lines investigated, MD-MB-468 and BT20, was similar to that in non-tumoral cells. Interestingly, the ER+
breast cancer cell lines MCF7 and T47D exhibit a significantly greater TRPC6 surface expression than
non-epithelial cells (Figure 2; P <0.05; n=4). Note that TRPC6 appears as a double band in the Western blot
analysis (Figures 1, 2). Although speculative, the upper band might correspond to a post-translationally modi-
fied form of the channel. Interestingly, the lower band does not seem to be inserted into the plasma membrane,
thus suggesting that the upper band might be a glycosylated form of TRPC6 [20].

We have previously reported that Ca®" influx through TRPC6 plays an important role in the activation of
SOCE in ER+ MCF7 and TNBC MDA-MB-231 cell lines by inducing translocation of Orai channels to the
plasma membrane [13,21]. As the current data reveals that TRPC6 is scarcely expressed in the plasma mem-
brane in resting MDA-MB-231 cells, we have investigated whether store depletion by treatment with the
SERCA inhibitor TG enhances surface expression of TRPC6. As depicted in Supplementary Figure S1, treat-
ment for 10 s with TG significantly increases the plasma membrane expression of TRPC6 both in MCF7 and
in MDA-MB-231 cells, thus suggesting that store depletion induces rapid insertion of the channel into the
plasma membrane and supports the functional role of TRPC6 in SOCE previously described [13,21].
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Figure 1. Expression of STIM2, Orai3 and TRPC6 in breast cancer and non-tumoral cell lines.

MCF10, MCF7, T47D, MDA-MB-468, BT20 and MDA-MB-231 cells we lysed and subjected to Western blotting using
anti-STIM2, anti-Orai3, anti-TRPC6 or anti-B-actin antibodies followed by the appropriate secondary antibody coupled to
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peroxidase as described under Materials and Methods. Blots are representative of four independent experiments.

Table 1 Analysis of STIM2, Orai3 and TRPC6 expression in breast

cancer cells

Normalized protein expression
Cell line STIM2 Orai3 TRPC6
MCF10A 100.0+£ 0.0 100.0+0.0 100.0+0.0
MCF7 112.9+27.0 3549.1 + 354.6" 1451 +30.4*
T47D 114.5+11.8 1491.0+329.9* 165.6+15.7*
MDA-MB-468 91.0+15.0 1049.8 +591.3" 148.56+22.7F
BT20 92.9+154 917.5+325.8" 124.6+18.0°
MDA-MB-231 89.8+9.0 426.1+263.1" 154.4+18.5*

MCF10, MCF7, T47D, MDA-MB-468, BT20 and MDA-MB-231 cells we lysed and
subjected to Westem blotting using anti-STIM2, anti-Orai3 and anti-TRPC8 antibodies
followed by the appropriate secondary antibody coupled to peroxidase as described
under Materials and Methods. Blots obtained from four independent experiments were
analyzed using Image J software and densitometric ratios to comesponding actin were
calculated. Densitometric values, presented as mean + SEM, were then normalized to
those of the non-tumoral cell line MCF10A. * P < 0.05 compared with the expression of
the corresponding protein in MCF10A cells.
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Figure 2. Surface expression of TRPC6 in breast cancer and non-tumoral cell lines.

Plasma membrane resident proteins of different breast cancer cell lines and the non-tumoral breast epithelial cell line MCF10A
were labeled by biotinylation, as described under Material and Methods. The biotinylated fraction was separated in 10% SDS-
PAGE and analyzed by Westem blotting using anti-TRPC6 antibody, as indicated. Membranes were reprobed with anti-B-actin
antibody, as control. Positions of molecular mass markers are shown on the right. These results are representative of four
separate experiments. Bar graphs represent the quantification of TRPC6 surface expression. Results are recorded as arbitrary
optical density units, expressed as mean + S.E.M. and presented as percentage of MCF10A cells. * P <0.05 as compared with
TRPCS6 surface expression in MCF10A.

Role of TRPC6, STIM2 and Orai3 in resting cytosolic calcium concentration

and TG induced calcium mobilization in MCF7 cells

As MCEF7 cells exhibit a greater plasma membrane expression of TRPC6 under resting conditions, we have inves-
tigated the possible role of this channel in the maintenance of resting [Ca®*]., as well as in the ability of the cells
to accumulate Ca”" into the endoplasmic reticulum. Mock-treated cells were were perfused with a medium con-
taining 1 mM Ca®* and resting [Ca2+]c was determined (Table 2). Cells were then perfused with a Ca’*-free
medium and treated with TG (1 M), which results in a transient increase in [Ca**]. due to Ca®* release from
the intracellular Ca®* stores. Subsequent addition of CaCl, (1 mM) to the extracellular medium resulted in a
further increase in [C'<12+]C indicative of SOCE (Figure 3D). Cell transfection with shTRPC6 attenuated TRPC6
expression and significantly reduced both the resting [Ca®'],, as well as TG-induced Ca®* release and SOCE
estimated as the area under the curve and the slope of the increase in [Ca®*]. upon addition of TG or Ca®",
respectively (Figure 3A an E and Table 2). To discard non-ionotropic effects of TRPC6 we repeated the experi-
ments in cells expressing a pore-dead TRPC6dn mutant. As observed in Figure 3F and Table 2, overexpression of
TRPCé6dn significantly attenuated resting [Ca”*]. and TG-induced Ca®" release and entry. These findings strongly
suggest that TRPC6 plays an important role in the maintenance of resting [Ca**]. as well as in the ability of
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Table 2 Role of STIM2, Orai3 and TRPC®6 in resting [Ca*].and TG-evoked Ca2* mobilization in MCF7 cells

Resting fura-2

fluorescence ratio TG-induced Ca** TG-induced Ca®*
Treatment (a.u.) release (AUC) K4 entry (AUC) K4
Control 0.68+0.02 88+0.4 0.0018+0.0001 21.0+1.0 0.0036 + 0.0002
shTRPC6 0.59+0.01" 6.4 +1.3" 0.0013+0.0003* 163 +1.1* 0.0028 +0.0002*
TRPC6dn 0.56 +0.03" 58 +0.8" 0.0010 £0.0001* 8.7 +1.3" 0.0015 +0.0002*
siSTIM2 0.66+0.03 72+0.8" 0.0014 £0.0001* 159 +2.3" 0.0023 + 0.0004"
shTRPC6/siSTIM2  0.50 +0.04* 55 +0.8" 0.0011 £0.0001* 13.5+1.6" 0.0021 +0.0002*
TRPC6dn/siSTIM2  0.56 + 0.05* 43+1.2" 0.0006 +0.0002* 84 +1.9" 0.0012 +0.0003"
siOrai3 0.52 +0.04* 6.2+1.1" 0.0010 £0.0002* 145+2.3" 0.0025 + 0.0005*
siSTIM2/si0Orai3 0.49 + 0.04* 6.4+1.1" 0.0012 £0.0002* 113 x1.1* 0.0017 +0.0003*

MCF7 cells were transfected with siSTIM2, siOrai3, shTRPC6, TRPC6dn mutant expression plasmid, alone or in combination, as indicated, or
empty vector. Forty-eight hours after transfection, fura-2-loaded cells were perfused with a medium containing 1 mM Ca®* and resting [Ca”*]. was
estimated. Cells were then perfused with a Ca®*-free medium (100 pM EGTA added) and then stimulated with TG (1 uM) followed by reintroduction
of extemal Ca®* (final concentration 1 mM) to initiate Ca®* entry, following the protocol described for Figure 3. TG-evoked Ca®* release and entry,
as well as the constants of the exponential increase in fura-2 fluorescence ratio were estimated as described in Material and Methods. Data are
mean + SEM of 40 cells/day/3-5 days.

MCE?7 cells to accumulate Ca** into the endoplasmic reticulum. Furthermore, these results support a role for
TRPC6 in SOCE in these cells, in agreement with our previous studies [13]. STIM2 has been reported to play a
role in the activation of SOCE upon small changes in [Ca®*]g [22,23]. Furthermore, SOCE in MCF7 cells has
been found to be dependent on STIM2 [12]. Hence, we have explored its role in the maintenance of [Ca®*], and
[Ca®*]gg in MCF7 cells at resting conditions. Our results indicate that attenuation of STIM2 expression, by trans-
fection with siSTIM2 (Figure 3B), slightly decreases the resting [Ca®*],, and significantly reduced TG evoked Ca**
efflux from the endoplasmic reticulum as well as SOCE (Figure 3G and Table 2). Simultaneous attenuation of
STIM2 expression and either TRPC6 knockdown or expression of TRPC6dn further enhanced the inhibitory
effect on MCF7 resting [Ca®*]. as well as in TG-evoked Ca®* release and entry (Figures 3H and I and Table 2).
Orai3 has also been reported to play an important role in SOCE in MCEF7 cells. Therefore, we have further
analyzed its role in the maintenance of resting cytosolic and endoplasmic reticulum Ca** levels. As depicted in
Figure 3C, J and K and Table 2, Orai3 expression silencing, alone or in combination with STIM2 knockdown,
significantly attenuated basal [Ca®]. and TG-induced Ca®' release. In addition, as expected, this procedure
significantly reduced SOCE. Altogether, these findings provide for the first time evidence for a role of TRPC6,
STIM2 and Orai3 in the maintenance of [Ca®*]. and [Ca®*]y in ER+ MCEF?7 cells under resting conditions.

Interaction of TRPC6 with STIM2 in resting MCF10A and MCF7 cells

We have further explored the possible interaction between TRPC6 and STIM1 in non-stimulated MCF10A and
MCEF7 by co-immunoprecipitation. Cell lysates were immunoprecipitated with anti-TRPC6 antibody followed
by Western blotting with anti-STIM2 antibody. As shown in Figure 4, a detectable interaction between TRPC6
and STIM2 was observed both in non-tumoral MCF10A and ER+ MCF?7 cells under resting conditions. These
findings support a role for both proteins in the maintenance of Ca®* homeostasis in resting cells. We have
further assessed whether the interaction between TRPC6 and STIM2 might be regulated by rises in [Ca®'].. A
mechanism involved in the restauration of cytosolic and endoplasmic reticulum Ca** levels would be expected
to be impaired by rises in [Ca**].. To increase [Ca**]. MCF10A and MCF?7 cells were treated with the Ca**
ionophore, ionomycin (0.5 pM), in the presence of 1 mM extracellular Ca®*. As shown in Figure 4, [Ca**]. ele-
vation in MCF10A did not alter TRPC6-STIM2 co-immunoprecipitation, thus suggesting that this interaction
is constitutive. In contrast, the interaction between TRPC6 and STIM2 was significantly attenuated by the rise
in [Ca®']. induced by ionomycin (Figure 4; P< 0.05; n = 6). These findings indicate that, unlike in non-tumoral
breast epithelial cells, the interaction between TRPC6 and STIM2 in ER+ breast cancer MCF?7 cells is regulated
by changes in [Ca*']., which suggests that this mechanism might be a physiological modulator of Ca** homeo-
stasis in resting conditions.
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Figure 3. Role of STIM2, Orai3 and TRPCS in resting [Ca?*].and TG-evoked Ca?* mobilization in MCF7 cells. Part 1 of 2
MCF7 cells were transfected with siSTIM2, siOrai3, shTRPC6, TRPC6dn mutant expression plasmid, alone or in combination,
as indicated, or empty vector. After 48 h cells were lysed and subjected to Westem blotting with anti-TRPC6 (A), anti-STIM2
(B) or anti-Orai3 antibody (C), followed by reprobing with anti-g-actin antibody for protein loading control. Molecular masses
indicated on the right were determined using molecular-mass markers run in the same gel. (D-K) Forty-eight hours after
transfection, fura-2-loaded cells were perfused with a Ca?*-free medium (100 M EGTA added) and then stimulated with TG
(1 uM) followed by reintroduction of external Ca®* (final concentration 1 mM) to initiate Ca®* entry. Images of fura-2
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Figure 3. Role of STIM2, Orai3 and TRPCS6 in resting [Ca®*].and TG-evoked Ca2* mobilization in MCF7 cells. Part 2 of 2
fluorescence ratio were taken 30 s before the addition of TG (Resting) and 2 min after the addition of Ca®* to the extracellular
medium (Ca®*). Traces are representative of 40 cell/day/3-5 days.

Role of TRPC6 and STIM2 in ER calcium level in MCF7 cells

Next, we assessed the functional role of TRPC6 and STIM2 in the maintenance of [Ca**]pg in MCE7 cells
co-transfected with pCMV R-CEPIAler and either siSTIM2 or expression plasmid for TRPC6dn. Experiments
were performed at resting conditions and after treatment with TG in combination with ionomycin (in order to
increase the Ca®* leakage rate). As shown in Figures 5A,B, attenuation of STIM2 expression as well as
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Figure 4. TRPC6 interaction with STIM2 in resting conditions is regulated by Ca?*.

MCF?7 cells were suspended in a medium containing 1 mM Ca* and then treated with 0.5 juM ionomycin (lono) for 3 min or left
untreated and lysed. Samples were immunoprecipitated with anti-TRPC6 antibody, subjected to Western blotting using
anti-STIM2 antibody and reprobed with anti-TRPC6 antibody for protein loading control. Bar graph represents the
quantification of TRPC6-STIM2 association under resting conditions or upon treatment with ionomycin. These results are
representative of six independent experiments. Results are expressed as mean + S.E.M. and presented as percentage of
control (resting cells).
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Figure 5. TRPC6 and STIM2 play a relevant role in endoplasmic reticulum Ca?* homeostasis.

(A) MCF7 cells were transfected with siSTIM2, TRPC6dn mutant expression plasmid, as well as with pCMV R-CEPIA1er or
empty vector. Forty-eight hours after transfection, cells were perfused with a Ca®*-free medium (1.8 mM EGTA added) and
then stimulated with TG (2 uM) in combination with ionomycin (2 uM) to deplete the ER Ca®* store. Traces are representative of
40 cells/day/3-5 days. Bar graph represents the resting (B) and post-stimulus (D) R-CEPIA1er fluorescence, as well as the
decay constant (C; slope) of the R-CEPIA1er fluorescence after treatment with TG + lono.
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overexpression of TRPC6dn significantly attenuated R-CEPIAler fluorescence in resting cells (P <0.05), which
strongly suggests that both TRPC6 and STIM2 are required for the maintenance of resting [Ca**]gg. Cell treat-
ment with TG in combination with ionomycin significantly attenuated the R-CEPIAler fluorescence, as
expected, due to Ca™* efflux from the endoplasmic reticulum, reaching a plateau that was significantly lower in
cells transfected with siSTIM2 (Figures 5A,D) probably due to the low resting ER Ca®" level in these cells. The
slope of the decrease in R-CEPIAler fluorescence was significantly reduced in cells transfected with siSTIM2 or
expression plasmid for TRPC6dn (Figure 5; P <0.05; n = 40 cells/day/3-5 days). This observation indicates that
the concentration gradient, the predominant driving force for Ca®" efflux from the ER, is reduced upon STIM2
silencing or expression of the TRPC6dn mutant. Altogether, these findings indicate that functional STIM2 and
TRPC6 are required for the maintenance of [Ca2+]ER at rest in MCF7 cells.

Impairment of TRPC6 function induces ER stress and caspase-3 activation in
MCF7 cells

To further explore the role of TRPC6 in endoplasmic reticalum Ca** homeostasis we have assessed whether
impairment of TRPC6 function results in the activation of endoplasmic reticulum stress. MCF7 cells were
transfected with ShTRPC6 or expression plasmid for TRPC6dn and endoplasmic reticulum stress was analyzed
by determination of the phosphorylation of elF2c at Ser’, a cellular response to endoplasmic reticulum stress
[24]. Our results indicate that cell treatment with N,N,N’,N’-tetrakis-(2-pyridylmethyl)-ethylenediamine
(TPEN), a well-known endoplasmic stress activator that induces in situ chelation of intraluminal Ca** [25], sig-
nificantly enhances elF2o. phosphorylation at Ser’' (Figure 6; P<0.05; n=6). Interestingly, as shown in
Figure 6, both, silencing TRPC6 expression and overexpressing the TRPC6dn mutant significantly enhanced
phosphorylation of elF2o. (P < 0.05; n=6), which strongly suggests that impairment of TRPC6 function leads
to ER stress in MCF7 cells and confirms a relevant role for TRPC6 in endoplasmic reticulum Ca®* homeostasis
in these cells. ER stress has been reported to induce caspase-3 activation [26,27], a crucial mediator of apop-
tosis. Hence we have assessed whether impairment of TRPC6 function leads to activation of caspase-3 and
found that both, silencing of TRPC6 expression a overexpression of the TRPC6dn mutant significantly
enhanced caspase-3 activation to 317 + 14 and 422 + 19% of control cells (P <0.05; n = 6; as an internal control,
treatment with TPEN significantly enhanced caspase-3 activity to 229 + 4% of control).

Next, we explored the effect of TRPC6 silencing and overexpression of the TRPC6dn mutant on cell viability
by using the cell-permeant dye calcein and propidium iodide. Breast cancer MCF?7 cells were transfected with
shTRPC6, expression plasmid for TRPC6dn or empty vector and 48 h later calcein and propidium iodide fluor-
escences were assessed. As shown in Figure 7, our results indicate that 91.5 +2.3% of the mock-treated cells
show calcein fluorescence. However, TRPC6 silencing or expression of TRPC6dn significantly attenuated
calcein staining to 83.8+1.1 and 703 +59%, respectively (Figure 7; P<0.05; n=12400-36700cells).
Conversely, propidium iodide staining in MCF7 cells was 8.4 +2.3% in mock-treated cells and 16.1 +1.1 and
29.6 +5.9%, respectively, in cells transfected with shTRPC6 or expression plasmid for TRPCédn (Figure 7; P
< 0.05; n =12400-36 700 cells). These findings indicate that impairment of TRPC6 function attenuates cell via-
bility in MCF7 cells.

Discussion

TRPC6 forms non-selective cation channels that are engaged in molecular signalplexes that regulate a number
of cellular functions [28]. TRPC6 channels are activated by a variety of chemical and mechanical stimuli,
leading to rises in [Ca**].. Its activation by the second messenger diacylglycerol led to the classification of
TRPC6 as a second messenger-operated channel, although a relevant role for TRPC6 in the activation of SOCE
has been described. For instance, in the ER+ MCF7 and the TNBC MD-MB-231 cell lines we have reported
that SOCE is strongly dependent on TRPC6 through a mechanism that involves the translocation of Orai chan-
nels, Orai3 for MCF7 or Orail for MDA-MB-231 cells, to the plasma membrane [13]. While both cell types
overexpress TRPC6 at the protein level, only MCF7 cells exhibit an elevated expression of this channel in the
plasma membrane at rest, suggesting that its role in Ca®* homeostasis in resting cells is worth investigating.
Here, we show that TRPC6 plays a relevant role in the maintenance of resting [Ca**]. and endoplasmic reticu-
lum Ca®* homeostasis in the ER+ MCF7 cell line as both attenuation of TRPC6 expression as well as expres-
sion of a pore-dead TRPC6 mutant (TRPC6dn) significantly attenuated the resting [Ca**]. and [Ca**]gg. Our
results indicate that the role of TRPC6 in Ca** influx in rest is regulated rather than constitutive. This
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Figure 6. Impairment of TRPC6 function increases elF2a phosphorylation.

(A) MCF7 cells were transfected with TRPC6dn expression plasmid, shTRPC6 or scramble plasmids, as indicated. Forty-eight
hours after transfection cells were treated in a Ca*-free medium (100 1M EGTA was added) with 200 .M TPEN for 30 min and
phophorylation of elF2c was determined by Western blotting. Molecular masses indicated on the right were determined using
molecular-mass markers run in the same gel. Values are presented as means + SEM of six separate experiments and
expressed as percentage of control. Reprobing of the membranes with anti-B-actin antibody was used for protein loading
control. * P <0.05 compared with cells not treated with TPEN. # P <0.05 compared with cells transfected with scramble
plasmids and not treated with TPEN.

statement is based on the following observations: (1) overexpression of the TRPC6dn mutant attenuated the
resting cytosolic and endoplasmic reticulum Ca®" levels, despite this manoeuvre is not expected to alter the
plasma membrane expression and function of native channels, that, in the case of operating in a constitutive
mode, would have maintained the necessary influx of Ca**. (2) Our results indicate that STIM2, which is sensi-
tive to small changes in [Ca**]gg, also plays a relevant role in maintaining the resting cytosolic and endoplas-
mic reticulum Ca?* content. (3) STIM2 co-immunoprecipitates with TRPC6 in MCF7 cells at resting
conditions through a mechanism that is regulated by intracellular Ca®", in contrast with the Ca®*-independent
STIM2-TRPCé interaction found in non-tumoral MCF10A cells.

As a result of the role of TRPC6 in the maintenance of [Ca®*]gg, impairment of TRPC6 function either by
attenuation of its expression or by expression of the TRPC6dn significantly enhanced phosphorylation of eIF2a
at Ser’', a cellular response to endoplasmic reticulum stress that represses protein synthesis [29]. TRPC6 has
been found to be involved in the activation of endoplasmic reticulum stress induced by albumin overload in
podocytes [30]. Furthermore, exacerbated activation of mechanosensors by TRPC6 in conditions of diabetes
mellitus and hypertension results in impaired Ca** homeostasis and endoplasmic reticulum stress [31].
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Figure 7. TRPCS silencing and expression of the TRPC6dn mutant impair cell viability in MCF7 cells.

MCF?7 cells were transfected with shTRPC6, expression plasmid for TRPC6dn or empty vector (Control). Forty-eight hours later
cells were loaded with calcein and propidium iodide and cell staining was visualized using an EVOS FL auto 2 cell imaging
system as described in Material and Methods. Bar represents 50 .M.

However, to our knowledge, this is the first description of the involvement of TRPC6 function impairment in
the induction of endoplasmic reticulum stress. This observation is especially relevant taking into account that it
occurs in cancer cells, since we have previously found that TRPC6 plays an important functional role both in
ER+ and triple negative breast cancer cells, while this channel plays a minor role, if any, in non-tumoral breast
epithelial cells [13]. Our findings suggest that ER+ MCF7 breast cancer cell viability is strongly dependent on
TRPC6 function, which, together with the fact that TRPC6 is a channel with a more restricted function that
other Ca** permeable channels, such as Orail, suggest that TRPC6 might be a potential target for the treatment
of luminal breast cancer.

In addition to STIM2 and TRPC6, Orai3 has been reported to play a major role in SOCE in ER+ breast
cancer cells [12,13]. Consistent with previous studies, our results confirm overexpression of Orai3 in MCEF7 cells
and its functional role in the activation of SOCE. Furthermore, we have found that Orai3, alone or in combin-
ation with STIM2, plays a relevant role in the maintenance of [Ca®*]. as well as the ability of MCF7 cells to
accumulate Ca** into the endoplasmic reticulum, thus indicating the important role of SOCE in these processes.

Altogether, our results provide evidence for a role for STIM2, TRPC6 and Orai3 in the maintenance of
cytosolic and endoplasmic reticulum Ca®* content under resting conditions in ER+ breast cancer MCF7 cells.
Focusing on STIM2 and TRPCS6, this mechanism, which is likely activated by STIM2 upon small changes in
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[Ca2+]ER, involves the activation of TRPC6 probably by protein-protein interaction and is reversed by [Caz"]c
rises. Impairment of the STIM2-TRPC6-mediated Ca®* influx at rest leads to impairment of endoplasmic
reticulum Ca®" homeostasis and the development of endoplasmic reticullum stress and caspase-3 activation.
Activation of endoplasmic reticulum stress in ER+ breast cancer MCF7 cells by impairment of TRPC6 function
suggests that this channel might be a potential candidate for the development of anti-tumoral strategies.
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6 Discusion:

La ECC es un mecanismo ubicuo de transduccidn intracelular, que es controlado por el
estado de relleno de los depdsitos intracelulares de Ca®*. Las proteinas STIM y Orai son los
componentes fundamentales de la ECC, aunque los canales TRPC1 también han sido
propuestos como mediadores de corrientes capacitativas menos selectivas para el Ca** en
algunos modelos celulares. STIM1 y STIM2 desarrollan una funcién protectora y velan por el
mantenimiento de la [Ca®'] reticular, tanto en estado basal como tras la activacién celular
[196], [350]. Con el vaciamiento de los depdsitos reticulares, las moléculas STIM sufren un
proceso de activacion que desencadena un cambio conformacional en su estructura,
consecutivamente se produce la translocacidon de las moléculas de STIM activadas a las
zonas de aproximacién entre la membrana plasmdtica y el RE y su interaccién con las
proteinas Orai, provocando la apertura de los canales capacitativos [150]. Los canales Orai
nativos han sido recientemente descritos como un heterohexamero constituido por la
combinacién de los tres miembros de la familia Orai (Orail, Orai2 y Orai3) [218]. Las
caracteristicas de la corriente capacitativa mediada por estos canales son ajustadas en
funcién de los requerimientos de los diferentes tipos celulares y de los procesos activados.
Gran parte de esta variabilidad se logra a través de la expresion de isoformas de las
proteinas implicadas: hasta la fecha se han descrito variantes de las proteinas STIM1, STIM?2
y Orail, que son generadas gracias a procesos de splicing alternativo, en el caso de la familia
STIM, o a través de un inicio alternativo de la traduccidn, en el caso de Orail. La corriente de
Ca’* desarrollada por los canales Orai interviene en la sefializacién de un amplio abanico de
eventos celulares, dentro de las cuales podemos destacar la agregacién y secrecidn
plaguetaria, o los procesos de migracidon, contraccion, proliferacion y diferenciacién celular.
La corriente lcrac mediada por los canales Orai se caracteriza por su perfil oscilatorio y una
gran selectividad para el Ca**, siendo también los mecanismos de inhibicién de la misma una
de sus sefias de identidad. Dentro de estos mecanismos es posible diferenciar entre la
inhibicién rdpida (FCDI), que actua pocos milisegundos después de la apertura del canal, y
los procesos de inhibicién lenta (SCDI), descritos décimas de segundo después de la
activacion de la corriente. Aunque no existe un consenso claro sobre el mecanismo

responsable de la FCDI, algunos dominios de Orail, o proteinas como CaM, STIM1 y mas
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recientemente AC8, han sido propuestos como los elementos responsables de este
mecanismo de inhibicién [169], [171]. Posteriormente dos sistemas inhibitorios de Ia
corriente lcrac serian mediados tanto por SARAF como por calmodulina, ambos
desarrollados de forma independiente [177], [178]. Ademds de los mecanismos
involucrados en los sistemas inhibitorios, la maquinaria celular responsable de la ECC
requiere de algunas proteinas auxiliares, tales como CRACR2A, STIMATE o EFHB. CRACR2A
es una proteina citoplasmatica que interacciona tanto con STIM1 como con Orail, siendo
capaz de promover o inhibir el complejo molecular responsable de la ECC en funcién de la
[Ca?'] citosdlica [186]. STIMATE es una proteina localizada en la membrana del reticulo,
donde interacciona con STIM1 promoviendo su activacién y cambio conformacional, asi
como su translocacién a las zonas de aproximacién entre membrana y reticulo[187]. Por
ultimo, EFHB es una proteina citoplasmatica capaz de asociarse a STIM1 tras el vaciamiento
de los depdsitos intracelulares, interaccidon que elimina el bloqueo impuesto por SARAF y

promueve la activacién de la ECC en funcién de la [Ca?"] citosolica [181].

Durante el desarrollo de la presente tesis doctoral hemos estudiado la funcién de la
proteina filamina A dentro del mecanismo de ECC. Si bien este objetivo no fue desarrollado
en células de cancer, el objetivo de este trabajo es fundamentalmente mecanistico, y por
tanto, los resultados que se desprenden del mismo estan siendo la base de las actuales
lineas experimentales desarrolladas en células de cdncer de mama. Con el objetivo de
describir nuevas proteinas implicadas en la regulaciéon de la actividad de STIM1 y el
mecanismo de ECC en plaquetas, se realizd6 un ensayo de coinmunoprecipitacion tras el
tratamiento con TG. Los resultados de la espectrometria de masas, aplicada de forma
consecutiva a la inmunoprecipitacion, permitieron identificar la asociacion de STIM1 y la
filamina A tras la activacion de la ECC, asociacion que se mostré dependiente del aumento
en la [Ca®"] citosdlica. La filamina A es una proteina asociada al citoesqueleto, formada por
2647 aminodacidos y con una masa molecular de 280 kDa. En estado nativo, la filamina A
presenta una estructura cuaternaria en forma de V, formada por la asociacidon de dos
unidades a través del extremo carboxilo. En el extremo amino de cada unidad destaca una
secuencia de unién a actina, formada a su vez por dos regiones homodlogas a calponina.
Seguidamente, se localiza una regién compuesta por 24 dominios, de 96 aminodcidos cada

uno, que semejan la estructura de las inmunoglobulinas. Dentro de esta regidn
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encontraremos dos secuencias en forma de bisagra, las cuales albergan sitios de corte para
calpaina y permiten dividir la region en dos segmentos, siendo el primer segmento formado
por los 15 primeros dominios y el segundo por los ultimos 9. Mientras que dentro del primer
segmento se han identificado escasos sitios de interaccién, la filamina A establece
interacciones con multitud agentes a través del segundo segmento [379]. Esta variedad de
interacciones permite a esta proteina desarrollar una funcidon organizadora del
citoesqueleto, estableciendo uniones cruzadas y paralelas de los filamentos de actina.
Ademas, también se ha descrito como la filamina A interviene en la organizacién de los
complejos macromoleculares responsables de los procesos de sefalizacion, funcién que es
desarrollada en gran parte gracias a su capacidad para asociar estos complejos al
citoesqueleto de actina [380]. Recientemente, se ha descrito la relacion entre las
mutaciones de la filamina A y el desarrollo de varias enfermedades raras, las cuales se
agrupan bajo el término de filaminopatias. Estas enfermedades se caracterizan por la
disfuncién neuronal, displasia esquelética, malformaciones cardiovasculares, malrotacion y
obstruccidn intestinal y la alteracién de la funcion plaguetaria [381]. La fosforilacion de la
filamina A por la PKA en el residuo S2152 ha sido sefialada como un evento capaz de
promover la actividad biolégica de esta proteina, efecto que es mediado al inducir un
cambio conformacional en la misma y eliminar su bloqueo autoinhibitorio [382]. Nuestros
resultados indican que el aumento de la [Ca®"] citosdlica respalda la asociacién entre STIM1

y la filamina A al promover la fosforilacién de la segunda por la PKA.

Con el uso de los compuestos KT-5720 y brefeldina A, agentes capaces de inhibir y promover
la fosforilacion de la filamina A, respectivamente, observamos cdmo esta modificacién y la
consiguiente asociacion de filamina A con STIM1 modulan de forma negativa la ECC. Este
efecto se confirmé gracias a la atenuacion de la expresion de la filamina A utilizando
tecnologia de ARN interferente. En las 24 horas posteriores a la transfeccion de las
plaguetas, la expresion de la filamina A se inhibié de forma significativa, modificacion que se

asocié a un aumento en la entrada de Ca** inducida por TG.
Tras la obtencién de este resultado, analizamos la funcién de la filamina A en la ECC

utilizando células de melanoma M2, carentes de la expresion de esta proteina, y su clon A7,

en el que la expresion de la filamina A se recuperd mediante la transfeccién estable de un
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pldsmido de sobreexpresién. Tras el tratamiento con TG, se observé una mayor ECC en las
células M2, confirmando el papel de la filamina A como regulador negativo de la ECC. Sin
embargo, las células A7 también mostraron una disminucién en la liberacién de Ca** desde
los depdsitos intracelulares, efecto que se justifica al demostrar la menor capacidad de las
células A7 para recaptar Ca’* tras la estimulacién con endotelina. Estos resultados sugieren
qgue la filamina A regula de forma negativa también la actividad de SERCA, efecto que
consideramos especifico de las lineas de melanoma, y que seria dificilmente detectable en

plaquetas debido a la escasa liberacion de Ca’* observada en las mismas.

La utilizacién de estas lineas de melanoma nos ha permitido confirmar también la
importancia de la fosforilacién de la filamina A para la regulacién de la ECC. La transfeccidn
de las células M2 con un plasmido control, el plasmido de sobreexpresién de la filamina A o
un mutante fosfonulo de la misma (S2152A), nos permitié observar como la ECC se veia
Unicamente inhibida al expresar la proteina fosforilable. Resultado que refuerza la
relevancia de esta fosforilacion en la actividad bioldgica de la filamina y su papel en la

regulacién de la ECC.

Una vez corroborada la asociacién entre filamina A y STIM1, y el papel de la primera como
regulador de la ECC, se profundizé en la localizacidon de los dominios de interaccion entre
ambas proteinas. Dentro de la secuencia de STIM1, el dominio rico en lisina, localizado en el
extremo C terminal, ha sido descrito como el segmento encargado de mediar la interaccién
con los canales TRPC1 y con los fosfolipidos de membrana [125]. Para determinar si el
extremo carboxilo de STIM1 esta implicado en la interaccién con la filamina A, las células M2
se transfectaron con el plasmido de sobreexpresion de la filamina A y con el plasmido de
sobreexpresion de STIM1, o de forma alternativa, con una version de esta proteina carente
del extremo carboxilo. Los resultados de los experimentos de coinmunoprecipitacion
sefialan que solo el STIM1 completo es capaz de interaccionar con la filamina A,
proponiendo el extremo C terminal de STIM1 como el segmento encargado de mediar la
interaccion. De forma paralela, se identificé el dominio de la filamina que es utilizado para
interaccionar con STIM1. El extremo C terminal de la filamina A ha sido descrito como el
dominio responsable de mediar la interacciéon de esta proteina con multitud de moléculas,

muchas de ellas inmersas en los mecanismos de comunicacion. Dentro del inmenso tamano
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del extremo C terminal de la filamina A, el dominio de repeticion 24 es un darea de vital
importancia, ya que mediard la dimerizacién de la molécula y albergard multitud de sitios de
interaccidn para otras proteinas reguladoras [383]. Para investigar el papel del dominio de
repeticion 24 de la filamina A en la interaccidon con STIM1, introdujimos en plaquetas un
anticuerpo capaz de unirse al mismo y bloquear su actividad. Posteriormente, analizamos la
interaccion filamina A — STIM1, observandose como la transfeccién del citado anticuerpo
inhibia de forma notable la interaccion entre ambas proteinas. En conjunto, los ensayos de
co-inmunoprecipitacion indican que la interaccidon entre STIM1 y la filamina A requiere de
los extremos carboxilos de ambas proteinas y permite a la filamina A modular de forma
negativa la ECC. Esta hipdtesis fue respaldada al confirmar el aumento de la capacidad de
agregacion en aquellas plaquetas transfectadas con el anticuerpo dirigido hacia el extremo

carboxilo de la filamina A.

Por ultimo, nos propusimos profundizar en el mecanismo de regulacién de la ECC
desarrollado por la filamina A. Para ello, analizamos la posibilidad de que esta proteina sea
responsable de mediar la asociaciéon de STIM1 al citoesqueleto. Existen multitud de indicios
sobre el papel del citoesqueleto en la ECC, pero no asi un consenso sobre su influencia en
este proceso. En plaquetas, nuestro grupo ha descrito como el citoesqueleto desempefia
tanto funciones inhibitorias, impidiendo la activacidn constitutiva de la ECC, como
promotoras, al apoyar la activacion de este mecanismo por los depdsitos acidicos [384],
[385]. Paralelamente, otros autores han descrito como la localizacién de STIM1 en las
células HEK-293 es determinada por la actividad del citoesqueleto, apoyando con esta
funcién la activacidn de la ECC [386]. En nuestros experimentos, la inhibicidn de la expresion
de la filamina A aumento la localizacion de STIM1 en la fraccién citoesquelética, reduciendo
su presencia en la fraccion citosdlica y de membrana. Para desvelar si esta alteracidon
modifica algin evento en la activacién de la ECC, analizamos la interaccién STIM1-Orail bajo
las mismas condiciones de inhibicidn, observandose un aumento en la asociacién de estas
proteinas en las plaguetas donde se silencid la expresiéon de la filamina A. Este resultado
justifica el aumento de la ECC descrito en ausencia de la filamina A tanto en plaquetas como

en células de melanoma.
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En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto el papel de la filamina A en la regulacién
negativa de la ECC y la funcidn plaquetaria, efectos que son mediados gracias al control por
parte de la filamina A de la asociacidon entre STIM1 y el citoesqueleto, y la posterior
interaccion del primero con Orail. Ademads, nuestros resultados ofrecen una valiosa
perspectiva para continuar con el tratamiento de las enfermedades asociadas a mutaciones
de la filamina A, y mas concretamente, en su afeccion a la funcidn plaquetaria. Queda aun
sin concretar, si la filamina A interfiere en la capacidad de STIM1 para activar los canales
TRPC1 y el desarrollo de las corrientes Isoc influencia mas que probable debido a que el
dominio rico en lisina de STIM1, regidén responsable de la interaccion con TRPC1, se
encuentra dentro de la regidn de interaccién con la filamina A. Asimismo, la funcionalidad
de la filamina A en las células de cdncer esta aun por determinar. Se ha observado la
sobrexpresidon de esta proteina en multitud de neoplasias, incluido en carcinomas hepaticos,
melanomas y canceres de mama, colon y prdstata. Los primeros estudios que abordaron la
funcionalidad de la filamina A en la fisiopatologia del cadncer describieron la capacidad de
esta proteina para apoyar la progresiéon de las células malignas, aunque, posteriormente se
ha demostrado que la influencia de la filamina A sobre el desarrollo del cancer es
dependiente de su localizacion celular y los patrones de asociacién que establece esta
proteina en cada subtipo de cdncer [387]. En cancer de mama, se ha desquito que la
filamina A es capaz de promover la quimiorresistencia y los procesos migratorios de las
células MDA-MB-231 [388], [389]. Ademas, el estudio de las muestras extraidas del tejido
tumoral mamario ha permitido corroborar la sobreexpresion de esta proteina y su
correlacién con la progresion del tumor, sugiriendo la capacidad de la filamina A para
controlar la expresién del gen BRCA1 [390]. La implicacién de la ECC y la filamina A en la
fisiopatologia del cancer de mama respalda el estudio de estos factores como posibles
dianas terapéuticas contra esta neoplasia; ademas, tras los avances desarrollados por la
primera publicaciéon de esta tesis doctoral, se hace mas que necesario investigar si la

filamina A conserva la capacidad de modular la ECC en las células de cancer de mama.

Dentro de la maquinaria celular implicada en la ECC, Zhang y colaboradores han descrito el
papel de la AC8 en los sistemas de inhibicion de la corriente mediada por Orail.
Inicialmente, la interaccién entre AC8 y Orail habia sido descrita como parte del mecanismo

de activacion de la ciclasa, el cual depende de la entrada de Ca’" a través de Orail. Ambas
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proteinas interaccionan de forma directa a través del extremo N terminal involucrando, en
el caso de Orail, el segmento comprendido entre los residuos 16 y 34. Sin embargo, el
grupo anteriormente mencionado propone un mecanismo de feedback negativo sobre la
actividad de Orail, que es mediado tras la produccion de AMP. por la AC8 y la consecutiva
activacion de la PKA en el microdominio del poro. Este evento permite a la cinasa fosforilar a
Orail en el residuo S34 e inhibir la corriente de Ca®*. Debido a que en la isoforma corta de
Orail (OrailP) estan ausentes tanto el segmento de interaccién con la AC8 como el residuo
susceptible de fosforilacion, este circuito de retroalimentacidn solo interesa a la isoforma
larga de Orail, Oraila. Las corrientes de Ca’" mediadas por Orail, tanto capacitativas como
las independientes de los depdsitos intracelulares, han sido involucradas en la sefalizacién
de los procesos de migracion, proliferacion y evasion de la muerte celular en las células de
cancer de mama triple negativo. Nuestro grupo de investigacion ha contribuido de forma
notable en la descripcidn de la funcionalidad de Orail en las células de cancer de mama,

cuya expresion en la membrana plasmatica es modulada por la actividad del canal TRPC6.

Por todo ello y analizando nuestros resultados preliminares, los cuales indicaban la
sobreexpresiéon de la AC8 en las lineas de cancer de mama, en el siguiente estudio de esta
tesis doctoral nos propusimos analizar el papel de la AC8 en el mecanismo de ECC, y su
implicacidn en los eventos caracteristicos de las células de cancer de mama. Los resultados
iniciales describieron la sobreexpresion de Orail en las células MCF7 y MDA-MB-231,
resultados que confirman los datos publicados por McAndrew y colaboradores en 2011
[329]. Tras la incubacidn de los extractos proteicos con una enzima con capacidad amidasa,
pudimos confirmar que ambas isoformas de Orail (o y B) estdn sobreexpresadas en ambas
lineas celulares. Ademas, también se corrobord la interaccion constitutiva de AC8 con
Oraila, siendo la primera vez que se observa esta interaccién a través de Western blotting
en proteinas nativas. Posteriormente, analizamos los mecanismos regulatorios de la
interaccion entre AC8 y Orail a través de un ensayo de coinmunoprecipitacion. Nuestros
resultados indican que, en presencia de Ca®" extracelular, la interaccién entre estas
proteinas no estd alterada. Sin embargo, esta union demostrd ser inhibida por el
vaciamiento de los depdsitos en ausencia de Ca’* extracelular, influencia negativa que, en
estado fisioldgico, es anulada por el efecto de la entrada de Ca’* a través de Orail. Poco

después de la identificacion de Orail, Kawasaki et al. describieron un mecanismo inhibitorio
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de la corriente lcgac basado en la fosforilacion por PKC de los residuos S27 y S30 de Oraila.
Debido a que estos residuos, asi como la S34 diana de la PKA, se localizan en el sitio de
unién a AC8 de Oraila, nos propusimos analizar la influencia de la fosforilacion de Oraila
sobre la interaccion de ambas proteinas. Tras la transfeccidn de las células de cancer de
mama MDA-MB-231 con el pldsmido de sobreexpresion de Oraila, un mutante no
fosforilable del mismo, o el mutante fosfomimético, no se observé ninguna diferencia en la
capacidad de Orail para asociarse a la AC8, siendo esta invariable tanto en control como
tras el tratamiento con TG. Este resultado excluye el estado de fosforilacion de Orail como

un evento capaz de influenciar su asociacién con la AC8.

Debido a que la ECC, en las células MDA-MB-231, depende de la actividad de Orail,
analizamos la funcionalidad de AC8 en este mecanismo de sefalizacion. La atenuacién de la
expresion de AC8 resulté en la inhibicién de la entrada de Ca** en las células de cancer de
mama triple negativo, resultado que fue confirmado tanto mediante el procedimiento
clasico usando TG, como con la co-expresidon de Orail con el péptido OASF de STIM1, que
activa el canal Orail de forma constitutiva. Por el contrario, la sobreexpresion de AC8
aumento la entrada de Ca®* tanto en las células gue sobreexpresaban OASF-Orail como en
aquellas tratadas con TG. En su conjunto, nuestros resultados indican que AC8 facilita la ECC
en las células de cancer de mama triple negativo, rol que se opone a los datos descritos por
Zhang y colaboradores, los cuales describen a esta ciclasa como la proteina clave de un

mecanismo inhibidor de Orail.

Debido a esta discrepancia, nos propusimos analizar el estado de fosforilaciéon de Orail en
residuos de serina en las células MDA-MB-231. Tras realizar varios ensayos de
inmunoprecipitacion, comprobamos que los canales Orail asociados a AC8 no se
fosforilaron en residuos de serina. Paralelamente, observamos que tanto la inhibicién como
el aumento de la expresion de la AC8 tienen un efecto sobre la fosforilaciéon de Orail en
estos residuos, favoreciendo o bloqueando esta modificacién, respectivamente. En
conjunto, estos resultados proponen la interaccién de la AC8 con Orail como un evento
capaz de interferir en la fosforilacion de los residuos de serina de Oraila v,
consecuentemente, en los mecanismos de inhibicion de la corriente asociados a estas

modificaciones.
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Esta dualidad en el papel de la AC8 puede ser justificada debido su la relacién
estequiométrica con los canales Oraila. En células con una expresidn normal de ACS, la
expresion de Oraila predomina en comparacién con la de la ciclasa, relacién que favorece
que multitud de canales Oraila no interaccionen con AC8, permitiendo que el extremo
amino terminal sea accesible para las cinasas que mediaran los mecanismos inhibitorios. En
las células de cdncer de mama MDA-MB-231, aunque tanto AC8 como Oraila se encuentran
sobrexpresados, nuestros resultados muestran que la estequiometria se torna en favor de
AC8. Este cambio determina la reduccion del pool de Oraila libre de AC8 y el bloqueo de los

mecanismos de inactivacion dependientes de la fosforilacidon del extremo amino de Oraila.

Las sefiales de Ca®* generadas por Orail han sido descritas como un evento de vital
importancia en los procesos celulares distintivos del cancer de mama, siendo la migracion
celular un claro ejemplo. Para continuar con el estudio de la relacién entre AC8 y Orail, nos
propusimos analizar su implicacién en la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231.
Nuestros resultados demuestran que el silenciamiento de la expresidén de la AC8 inhibe la
capacidad migratoria de estas células tras un periodo de cuarenta y ocho horas. Esta
inhibicién se mantiene incluso tras la estimulacién con carbacol, agonista de los receptores
colinérgicos con capacidad para promover la migracién en esta linea celular. Se ha
demostrado que la proteina cinasa de adhesion focal (FAK) participa en la activacion de la
migracion en las células tumorales, ademas de estar implicada en otros mecanismos
tumorales como la proliferacion y la evasidn de la muerte celular. EI mecanismo de
activacion de la FAK mejor caracterizado es mediado a través de su dimerizacion,
autofosforilacion del residuo Y397 y la unién del dimero a algin miembro de la familia de
cinasas Src [391]. Nuestros resultados demuestran que el silenciamiento de la AC8 inhibe la
fosforilacién de la FAK en el residuo Y397, poniendo de manifiesto que la activacién de la
FAK y la migraciéon de las células MDA-MB-231 depende de la expresion de la AC8, ya que
previamente nuestro equipo de investigacidén demostrd que tanto la migracion celular como
la activacion de la FAK era dependiente de la activacidon de los canales Orai en la linea

celular promieloblastica HL-60, [393].
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Por ultimo, analizamos si la sobreexpresién de la AC8 es un evento comun en las células de
cancer de mama caracterizadas como triple negativo. Para ello, analizamos la expresion de
esta proteina en las células MDA-MB-231, BT20 y Hs578T; observandose una
sobreexpresién de la AC8 en todos los modelos celulares de cancer de mama triple negativo.
En consecuencia, analizamos el papel de la AC8 en la capacidad proliferativa de las células
MDA-MB-231 y Hs578T. Como resultado, la capacidad proliferativa de estas células se vio
inhibida tras atenuar la expresion de la AC8, confirmando el papel de esta enzima en el

desarrollo de los procesos tumorales de las células de cancer de mama triple negativo.

En conjunto, en las células de cancer de mama triple negativo AC8 se comporta como una
proteina reguladora de la actividad de Orail, la ECC y los procesos celulares dependientes
de la misma. Esta funcién estd mediada gracias a la sobreexpresion de esta ciclasa, el
cambio en su relacién estequiométrica con los canales Orail y el bloqueo de los

mecanismos inhibitorios de las corrientes mediadas por Oraila.

En los afios posteriores a la identificacion de las proteinas Orail y STIM1 como
componentes esenciales de la ECC, la comunidad cientifica sobrestimd la importancia de
estos agentes en relacién con el resto de miembros de su familia de proteinas. Actualmente,
los modelos de ECC incluyen la participacion de STIM2, Orai2 y Orai3 en las sefales nativas
de Ca%, ya que estudios recientes han demostrado la capacidad de estas isoformas para
articular la ECC mediante la formacién de complejos homoméricos o heteroméricos entre
los miembros de las dos familias. Dentro de las primeras publicaciones, son especialmente
relevantes los estudios que identificaron a Orai2 y Orai3 como las proteinas predominantes
en la ECC en las células de leucemia mieloide aguda y de cancer de mama ER+,
respectivamente [221], [392]. Estos estudios permitieron confirmar el remodelado de los
componentes de la ECC en las células de cancer y su implicacidén tanto en la tumorigénesis
como en la activacion de las funciones caracteristicas de la célula tumoral. Ademas de las
proteinas de las familias STIM y Orai, algunos miembros de familia de proteinas TRP,
especialmente los de las subfamilias TRPC, TRPM y TRPV, han sido involucrados en la
progresion de diferentes tipos de cancer. En concreto, TRPC6 ha sido descrito como un canal

relevante en la proliferacion de los carcinomas gastrico, prostatico, y esofagico de células
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escamosas. lgualmente, el analisis de las biopsias de cancer de mama ha confirmado la
sobreexpresion de TRPC6 [393]. Aunque el papel de TRPC6 en la fisiopatologia del cancer de
mama no es conocido en su totalidad, nuestro grupo ha identificado este canal como una
proteina clave para la proliferacidn, migracion e invasion de las células de cancer de mama
triple negativo y ER+. Esta influencia es mediada a través de la modulacién de la ECC, siendo
la actividad de TRPC6 determinante para la translocacién a la membrana plasmatica de los
canales Orail y Orai3 [330]. En algunos modelos celulares, se ha implicado a TRPC6 en el
mantenimiento de las [Ca%'] citosdlica y reticular en estado basal [299]. Esta misma funcidn
también se ha atribuido a STIM2, ya que esta proteina mantiene la [Ca**] de los depdsitos
intracelulares activando entradas de Ca®* caracterizadas por su baja conductividad [195]. En
la ultima publicacion incluida en la presente tesis, nos propusimos analizar el rol de TRPC6
en el mantenimiento de la concentracién basal de Ca®" en diferentes tipos de células de

cancer de mama.

Nuestros resultados iniciales confirman la sobreexpresién de TRPC6 en las células de cancer
de mama ER+ y triple negativo en comparacién con las células epiteliales de mama. De
acuerdo con los resultados publicados por Motiani et al. las células de cancer de mama ER+
muestran una clara sobreexpresién de Orai3 [221]. Por el contrario, STIM2 se expresa de
forma similar en células epiteliales y en las células de cancer de mama representativas de
los diferentes subtipos. Tras analizar la expresion de membrana de TRPC6 durante el
reposo, observamos una clara diferencia entre las lineas de cancer de mama ER+ y triple
negativo. Mientras que en ambos subtipos celulares se identificé la sobreexpresién de
TRPC6 en comparacidn con las células epiteliales de mama, Unicamente las células de cancer
de mama ER+ presentaron un incremento en la expresién de membrana de TRPC6 con
respecto a las lineas no tumorales. Esta diferencia es revertida tras el tratamiento con TG,
evento que promueve la expresion de membrana de TRPC6 en ambos subtipos. Estos
resultados confirman el papel de TRPC6 en la maquinaria celular responsable de la ECC en
las lineas de cdncer de mama, pero también proponen a TRPC6 como un canal involucrado
en el mantenimiento de la homeostasis del Ca2+ basal en las células de cancer de mama

ER+.
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Para confirmar el papel de TRPC6 en el mantenimiento de la [Ca®'] citosdlica y reticular
durante el reposo, las células MCF7 fueron transfectadas con el plasmido de silenciamiento
de TRPC6, el dominante negativo del TRPC6 (TRPC6dn) o el correspondiente control de
transfeccion. Tanto la inhibicion del canal como la expresién del canal no funcional
provocaron una disminucion de la [Ca®"] citosdlica en reposo. Ademas, también se observo
una inhibicién tanto en la liberacion de Ca®* desde los depdsitos intracelulares como en la
ECC. Resultados similares se obtuvieron tras la inhibicién de la expresiéon de STIM2.
Adicionalmente, tanto la inhibicion de la expresion de ambas proteinas, como la
combinacién del siSTIM2 y el TRPC6dn resulté en un efecto sumatorio, reduciendo ain mas
la [Ca**] basal e inhibiendo en mayor grado la liberacién y entrada de Ca’" tras el
tratamiento con TG. En conjunto, estos resultados proponen el papel de STIM2 y TRPC6 en
el mantenimiento de la [Ca%'] citosdlica y reticular durante el reposo. Este resultado fue
confirmado con el uso de la sonda reticular de Ca®* R-CEPIAler, observandose gue la sefial
previa al tratamiento con TG e ionomicina y la pendiente de la caida de la fluorescencia
fueron inhibidas al alterar la funcién de STIM2 y TRPC6, evidencias que apoyan el rol de

ambas proteinas en el mantenimiento de la [Ca®'] reticular en las células MCF7.

Con el objetivo de evaluar si la interaccidon entre STIM2 y TRPC6 es necesaria para el papel
regulador de la homeostasis del Ca?*, llevamos a cabo un ensayo de coinmunoprecipitacién
en las células MCF7 y MCF10A. Los resultados observados sugieren que TRPC6 y SITM2
interaccionan en reposo con el objetivo de mantener la [Ca%"] citosdlica y reticular. En las
células MCF7, esta asociacion es inhibida por la entrada de Ca** tras el tratamiento con TG,
proponiendo al eje STIM2-TRPC6 como un modulador de la homeostasis del Ca?* durante el
reposo. Este mecanismo se presenta de forma singular en las células de cancer de mama
ER+, y no seria extensible a las células epiteliales de mama, donde esta asociacidén se ve

inalterada por los aumentos en la [Ca2+] citosdlica.

Ademas de constituir el mayor almacén intracelular de Ca®*, el RE desarrolla una funcién
esencial para la célula al asegurar el correcto plegado de las proteinas que transitan la via
secretora. Esta funcién permite Unicamente la salida del reticulo de proteinas plegadas
correctamente, almacenando o degradando aquellas que no satisfacen los controles de

calidad [394]. Este proceso es especialmente sensible a las alteraciones del microambiente
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reticular, siendo la [Ca2+] reticular una de las variables con mayor influencia sobre el mismo.
Por consiguiente, tras la alteracion de la homeostasis del Ca®" se desencadena un estado de
estrés reticular donde se produce un gran acimulo de proteinas mal plegadas en el interior
del reticulo [395]. En respuesta a esta situacion, el reticulo inicia un mecanismo adaptativo
conocido como UPR (del inglés “Unfolded Protein Response”), el cual inhibird la sintesis de
proteinas, a excepcién de las chaperonas implicadas en los procesos de plegado de
proteinas, promovera la degradacién de las proteinas mal plegadas del interior reticular, y
aumentara la capacidad de este organulo para procesar las proteinas sintetizadas [394]. Si la
UPR no consiguiera paliar esta situacion, la alteracién de la homeostasis reticular y el
acumulo de proteinas mal plegadas inician una cascada proapoptética. El desarrollo de las
sefiales apoptéticas continuara con la consecucion de hitos como la perdida de la integridad
de la membrana reticular y la sobrecarga de Ca?* citosdlica, siendo las etapas finales del
mecanismo de apoptosis dirigido por la actividad de las caspasas [396]. El estrés reticular ha
sido relacionado con un amplio abanico de patologias, dentro de las cuales se incluyen el
cancer [397], la diabetes [398], diversas patologias cardiacas [399] y enfermedades
neurodegenerativas [400]. Para continuar con el anadlisis de la funcién de TRPC6 en la
homeostasis de las células de cancer de mama MCF7, evaluamos si el bloqueo de la
actividad de esta proteina, y la demostrada disminucién de la [Ca®"] basal, induce el
aumento del estrés reticular. Tanto la inhibicién de la expresion de TRPC6, como la
sobrexpresion de su dominante negativo, resultaron en el aumento de la fosforilacidon de
elF2a en el residuo de S51. Dicha fosforilacion regula la actividad de este factor de iniciacidn
de la traduccion e inhibe la sintesis proteica como parte de las adaptaciones al estrés
reticular [401]. Este resultado sugiere el papel de TRPC6 en la maquinaria celular encargada
de salvaguardar el microambiente reticular, protegiendo las células de cancer de mama ER+
contra los agentes capaces de inducir estrés reticular. El analisis de la activacion de las
sefales proapoptdtica nos permitié confirmar la funcidon de TRPC6 en la evasion del estrés
reticular. Tras la inhibicion de la expresién de TRPC6 o la sobrexpresion de TRPC6dn se
observd un aumento significativo de la actividad de la caspasa 3, sugiriendo el papel de este
canal en la evasion del estrés reticular y las consecuencias nocivas del mismo. Por ultimo,
quisimos validar esta hipotesis analizando la viabilidad de las células MCF7 tras inducir de
nuevo el bloqueo de la funcion de TRPC6. Tras incubar las células con los colorantes

calceina-AM y yoduro de propidio, pudimos observar como el bloqueo de la funcién de
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TRPC6 reduce la viabilidad de las células MCF7, resultado que sugiere a TRPC6 como una
posible diana en el desarrollo de nuevas estrategias anti-tumorales contra el cdncer de

mama ER+.

En conjunto, todos los resultados obtenidos en el trascurso de la presente tesis doctoral
refuerzan el papel de las proteinas responsables de la ECC en el desarrollo de los procesos
caracteristicos del cancer de mama. Tras analizar estos resultados, es facil concluir que las
células de cancer de mama reprograman los sistemas de comunicacién, en general, y el
mecanismo de ECC, en particular, para facilitar la consecucidon de los fenotipos tumorales
gue las caracterizan. Este proceso de remodelado se logra a través de una gran variedad de
mecanismos, siendo de especial relevancia los cambios en la expresidon de las proteinas
involucradas en la ECC o la modificacion de la funcionalidad de estas. En los préximos afios,
los estudios focalizados en el mecanismo de la ECC continuardan expandiendo nuestro
conocimiento sobre los agentes que se encuentran inmersos en el mismo y sobre los
sistemas regulatorios que los controlan. Estos avances serdn de gran utilidad para el
desarrollo y la mejora de nuevas terapias, especialmente para aquellas patologias en las que

la ECC juega un papel relevante, dentro de las cuales destaca el cancer de mama.
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7 Conclusiones:

1.- La filamina A modula de forma negativa la ECC a través de su interaccidon con STIM1 tras

el vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca**

2.- El mecanismo inhibitorio llevado a cabo por la filamina A se basa en la asociacién de

STIM1 a la fraccién citoesquelética y, la inhibicidn de su interaccidén con los canales Orail.

3.- En células de cadncer de mama triple negativo, un cambio en la relacidon estequiométrica
entre AC8 y Orail determina el blogueo de la inactivacién de Orail y, el aumento de la

actividad del canal.

4.- La sobreexpresién de la AC8 incrementa la capacidad migratoria y proliferativa de las

células de cancer de mama triple negativo, potenciando la ECC en estas células.
5.- En reposo, el canal TRPC6 controla la concentracién citosélica y reticular de Ca** en las

células de cancer de mama caracterizadas como ER+. Funcion que protege estas células

contra los agentes que promueven el estrés reticular y la muerte celular.
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7 Conclusions:

1.- Filamin A negatively regulates SOCE by interacting with STIM1 after intracellular store

depletion.

2.- Filamin A inhibitory mechanism is based on the association of STIM1 with the

cytoskeletal fraction and the impairment of STIM1-Orail interaction.

3.- In Triple negative breast cancer cells, a stoichiometry change between AC8 and Orail

impairs Orail inhibitory mechanisms and promotes channel activity.

4.- By promoting SOCE, AC8 overexpression supports the migratory and proliferative

capability of triple negative breast cancer cells.
5.- In resting ER+ breast cancer cells, TRPC6 channel controls the cytosolic and reticular Cca*

content. This role is proposed to protect breast cancer cells from the agents that trigger

endoplasmic reticulum stress and cell death.
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