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Resumen

El ovocito de Xenopus ha sido usado como un modelo para el estudio de la
homeostasis del calcio intracelular y el ciclo celular. El objetivo de este trabajo
fue estudiar con el uso de oligonucledtidos antisentido el papel de las moléculas
de interaccion estromal (STIM) del ovocito, estas proteinas son elementos
fundamentales de la entrada de calcio operada por el vaciamiento de los
reservorios intracelulares (SOCE). Las proteinas STIM son sensores de la
concentracion de Ca?* en los reservorios intracelulares y activan los canales de
calcio en la membrana celular que permiten el influjo de este cation al
citoplasma. Aqui mostramos la expresion endogena de STIM1 y STIM2 en el
ovocito de Xenopus e inhibimos su sintesis a través de la inyeccion de los
ovocitos con secuencias antisentido especificas. La disminucion especifica del
ARNm y de las proteinas STIM se confirm¢ a través de PCR y Western blot,
respectivamente. Una vez eliminadas, el papel de STIM1 y STIM2 fue evaluado
sobre dos respuestas enddgenas: 1) en la apertura de canales SOC estimulada
por la liberacién de Ca** desde los reservorios intracelulares, a través de la
activacion de receptores membranales acoplados a proteinas G (GPCR) vy, 2) el
proceso de la maduracion del ovocito por progesterona.

La activacion de los canales SOC fue monitoreada eléctricamente a
través de la respuesta eléctrica transitoria llamada Ti,, una corriente de CI

dependiente del influjo de Ca**; en cambio la maduracién se evalué a través del



rompimiento de la vesicula terminal (GVBD) y sus respectivos cambios
electrofisiologicos.

En este trabajo, encontramos que STIM2, a diferencia de STIM1, es
esencial en ambas respuestas, tanto la corriente T, como GVBD fueron
significativamente reducidas o eliminadas en los ovocitos sin STIM2; en cambio
la eliminaciéon de STIM1 no presenté efecto sobre el proceso de maduracion,
pero si se observo una disminucidn en la respuesta eléctrica de Ti,en un rango
de 15 — 70 %, dependiendo del GPCR estimulado por su agonista. En
conclusion, la respuesta endogena de SOCE y la maduracién en ovocitos de

Xenopus depende principalmente de STIM2.
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Summary

Xenopus oocyte is a useful cell model to study Ca®* homeostasis and cell cycle
regulation, two highly interrelated machineries. Here, we used antisense
oligonucleotides to investigate the role in the oocyte of stromal interaction
molecule (STIM) proteins that are fundamental elements of the store-operated
calcium-entry (SOCE) phenomenon, as they are both sensors for Ca?
concentration in the intracellular reservoirs as well as channel-operators in the
cell membrane that allow Ca®* influx. Endogenous STIM1 and STIM2 expression
was demonstrated, and their synthesis was knocked down 48-72 h after injecting
oocytes with specific antisense sequences. Selective elimination of their mMRNA
and protein expression was confirmed by PCR and Western blot analysis, and
we then evaluated the effect of their absence on two endogenous responses: the
opening of SOC channels elicited by G protein-coupled receptor (GPCR)-
activated Ca?" release, and the process of maturation stimulated by
progesterone. Activation of SOC channels was monitored electrically by
measuring the T, response, a Ca?*-influx-dependent CI" current, while
maturation was assessed by germinal vesicle breakdown (GVBD) scoring and
electrophysiology. It was found that STIM2, but not STIM1, was essential in both
responses, and Ti, currents and GVBD were strongly reduced or eliminated in
cells devoid of STIM2; STIM1 knockdown had no effect on the maturation
process, but it reduced the T, response by 15 to 70%, depending on which

GPCR was stimulated. Thus, the endogenous SOCE response in Xenopus
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oocytes depended mainly on STIM2, and its expression was necessary for entry

into meiosis induced by progesterone.

IV



indice

Resumen I
Summary 111
indice v
Abreviaturas 1
1. Introduccién 2
1.1 Incremento intracelular de Ca2* 3
1.2 SOCE 6
1.3 STIM 8
1.3.1 STIM1 10
1.3.2 STIM 2 12
1.4 SOCE y la Maduracién del ovocito de Xenopus 17
2. Antecedentes 20
3. Justificacion 22
4. Hipotesis 24
5. Objetivo general 25
6. Materiales y métodos 26
6.1 Preparacion celular 26
6.2 Expresion de receptores purinérgicos o muscarinicos y el uso de oligonucledtidos
antisentido en ovocitos de Xenopus laevis 27
6.3 Analisis electrofisiolégico 29
6.4 Transcripcion reversay PCR 30
6.5 Western blot 31
6.6 Ensayos de maduracién 33
6.7 Substancias 34
6.8 Analisis estadistico 34
7. Resultados 35
7.1 Expresion endogena de STIM1 Y STIM2 en ovocitos de Xenopus laevis 35
7.2 Decremento en los niveles de expresion de STIM1 y STIM2 por la inyeccién de secuencias
antisentido de STIM en ovocitos co-expresando GPCR 39
7.3 El silenciamiento de las proteinas STIM no afecta la generacién de las corrientes
oscilatorias de Cl- activadas por agonistas 42
7.4 Participacion diferencial de STIM1 en la generacion de Tin, dependiente del GPCR
involucrado 44
7.5 El silenciamiento de STIM2 inhibe la generacién de la corriente Tin 49
7.6 El anticuerpo COOH-STIM2 incrementa la amplitud de la respuesta Ti, 52
7.7 Sobre el papel de STIM1 y STIM2 durante la estimulacién prolongada del receptor 54
7.8 Proceso de maduracion y proteinas STIM 57
8.Discusion 60
9. Conclusiones 67
Bibliografia 68
indice de figuras 78



Abreviaturas

ACh: Acetilcolina

as-Cx38: oligonucleodtido antisentido para Cx38
as-STIM1.: oligonucleétido antisentido para STIM1
as-STIM2 : oligonucledtido antisentido para STIM2
APY: Apirasa

ATP: Adenosin trifosfato

Cx38: conexina 38

GPCR: Receptor acoplado a proteina G

GVBD: Ruptura de la vesicula germinal

LPAR: Receptor de Acido lisofosfatidico

M1: Receptor colinérgico M1

P2Y8: Receptor purinérgico acoplado a proteina G Y8
P2Y2: Receptor purinérgico acoplado a proteina G Y2
RE: Reticulo Endoplasmico

RS: Reticulo Sarcoplasmico

SFB: Suero fetal bovino

STIM 1: Proteina de interaccion estromal 1

STIM 2: Proteina de interaccion estromal 2

Tin: Corriente transitoria de entrada



1. Introduccion

El Ca®* es un i6n altamente versatil en la sefializacién intracelular capaz de
regular diversas funciones celulares. Esta versatilidad del Ca** se debe a que el
sistema de sefalizacion opera a través de diferentes vias para regular procesos
celulares que pueden ser estimulados simultanea o paralelamente. Por ejemplo,
el incremento local de Ca?* en la presinapsis puede inducir la exocitosis de
neurotransmisores en cuestion de milisegundos, en tanto que en cuestion de
minutos u horas puede inducir la transcripcion de genes o la proliferacion celular
(Berridge et al. 2003). Durante todo momento, el nivel de Ca?" intracelular esta
determinado por el balance de los mecanismos que activan la entrada de Ca** al
citoplasma y los mecanismos que inactivan dicha entrada. Durante su entrada el
Ca”* se une a sus efectores, los cuales son responsables de la estimulacién de
numerosos sistemas de sefializacion. Los componentes de los sistemas de
sefalizacion presentan una diversidad de propiedades lo cual expande la
versatilidad del sistema (Berridge et al. 2003) (ilustracion 1). El Ca®** como
mensajero intracelular depende de sus caracteristicas espaciales y temporales.
Su temporalidad se basa en el hecho de que las sefiales de Ca®" se liberan de
forma transitoria y frecuentemente se organizan en oscilaciones regulares. La
frecuencia de las repeticiones transitorias pueden ser variable, permitiendo la
codificacion de informacion para regular procesos celulares. La organizacion
espacial de Ca®" en distintos microdominios es otra forma de potenciar la
versatilidad de la sefalizacion de dicho i6n con el fin de regular procesos en

regiones localizadas puntualmente en la célula (Berridge 2006).



Ilustracién 1. Sistema de sefalizacion de Ca®*. Durante aumento del i6n, el estimulo incluye
tanto la entrada externa como la formaciéon de segundos mensajeros que inducen liberacion de
Ca”" desde reservorios tales como el reticulo endoplasmico y el reticulo sarcoplasmico. Gran
parte de estos iones (en color rojo) se unen a amortiguadores, y otros a sus efectores que
activan diversos procesos celulares, los cuales operan en un amplio espectro temporal y de
afinidad. Durante la inactivacion del sistema, el Ca®* se desacopla de los efectores y
amortiguadores y es exteriorizado a través de intercambiadores y bombas, tales como el
intercambiador de Na*/Ca** (NCX) y la ATPasa de Ca®* (PMCA) o se transporta en la membrana
0 (SERCA) en reticulos. (Modificado de Berridge et al. 2003).

1.1 Incremento intracelular de Ca®*

Existen dos mecanismos principales capaces de incrementar los niveles
intracelulares de Ca** citoplasmico: 1) La liberacion desde reservorios

intracelulares de Ca®" tales como el reticulo endoplasmico (RE) y, 2) El influjo de



este cation a través de la membrana plasmatica utilizando proteinas de
membrana como canales o transportadores (Berridge et al. 2000).

Un mecanismo utilizado por las células para el incremento de calcio
citoplasmico, es la via mediada por la estimulacion de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), que activan la via de la fosfolipasa C (PLC) y la produccion
de inositol trifosfato (IPs). El IP; aumenta los niveles de Ca** libre en el citosol a
través de la union a su receptor-canal localizado en la membrana del RE,
promoviendo la apertura del canal del receptor a IP; y dando como resultado el
eflujo de Ca®* desde el RE hacia el citoplasma (Clapham 1995). En la mayoria
de las células, la liberacion de calcio intracelular activado por metabolismo de los
fosfoinositidos es seguido por una entrada capacitativa de calcio (Putney 1986;
Berridge MJ 1995). En 1986 J. W. Putney nombré como entrada capacitativa de
calcio al modelo segun el cual el grado de vaciado o llenado de los reservorios
regula la apertura o cierre de los canales en la membrana plasmatica. Las
corrientes eléctricas que corresponden a este tipo de influjo de calcio fueron
caracterizadas inicialmente en mastocitos y linfocitos. Dicha corriente ha sido
denominada Icrac (calcium release-activated calcium current), por su principal
caracteristica de por que se activa por la liberacién de Ca?* desde los
reservorios intracelulares a través de varios mecanismos, tales como: la
liberacion fisiologica de calcio por IP3, el vaciado farmacolégico de los
reservorios intracelulares o la inhibicion de la ATPasa del reticulo endoplasmico,
(Hoth & Penner 1992; Parekh & Penner 1997). Estos canales permeables a Ca**

operados por reservorios intracelulares (SOC, por sus siglas en inglés store-



operated Ca”** channel), se activan cuando los reservorios de Ca?",
especialmente el RE, se vacian o disminuyen su concentracion en el lumen; la
entrada de calcio por los canales SOC se denomina SOCE (store-operated Ca**
entry) (Parekh 2005) (ilustracion 2). Otro fendmeno de influjo para este cation,
gue no involucra vaciado de los reservorios, corresponde a la via conocida como
entrada de Ca®* dependiente de receptor (ROCE, receptor-operated Ca** entry).
SOCE y ROCE poseen caracteristicas biofisicas y farmacoldgicas distintivas, por
ejemplo, los canales de SOCE son muy selectivas a Ca®*. En cambio, los
canales ROCE presentan una selectividad menor a Ca®*, y en algunos casos
son canales cationicos inespecificos (Yao & Tsien 1997; Parekh 2005; Liao et al.
2008). Otra caracteristica importante es que las vias del tipo ROCE parecen ser
insensibles a Gd*" en el rango uM (0.5 — 1 pM), esta caracteristica ha sido
utilizada en estudios que tratan de definir los determinantes moleculares de los
canales en cada mecanismo (Yao & Tsien 1997; Parekh 2005; Liao et al. 2008;

Liao et al. 2009).



Ilustracion 2. Activacién de SOCE. La unién del agonista a los GPCR, activa la via de PLC tras
la activacion de proteina G. La PLC hidroliza PIP, en la membrana plasmética generando IPg, el
cual activa la liberacién de Ca’* a través de los receptores de IPz. La disminucién de [Ca*] en el
RE activa el sistema de apertura de los canales SOC lo que permite la activacién de SOCE.
(Modificado de Lewis 2007).

1.2 SOCE

El término SOCE fue propuesto en 1976 por James Putney, quien sugirié un
influjo de Ca** activado por la disminucién de este catién en reservorios
intracelulares en las células acinares (Putney 1976). El bloqueo del rellenado de
reservorios intracelulares con el uso de inhibidores de SERCA (sarcoplasmic and
endoplasmic reticulum calcium ATPase), en particular la tapsigargina, apoyaron
fuertemente la propuesta de Putney; evidenciando que el boqueo del mecanismo
de rellenado en el RE, activaba un influjo de Ca** desde el medio extracelular
(Putney & Bird 1993) (ilustracion 2). Posteriormente, técnicas electrofisioldgicas

permitieron la identificacion y caracterizacion de la corriente acarreada durante



SOCE, la llamada CRAC, en mastocitos (Hoth & Penner 1992) y células T Jurkat
(Lewis & Cahalan 1989; Zweifach & Lewis 1993) que es hasta ahora la corriente
SOCE mas estudiada. La activacion de la corriente CRAC (lcrac), €S
fundamental para la respuesta de las células T al antigeno (Liou et al. 2005;
Feske et al. 2005), asi como para la proliferacion y la secrecion de citosinas
(Lewis 2001).

Los primeros experimentos clave sobre la maquinaria molecular de SOCE
fueron los de tamizaje con RNA de interferencia, en células S2 de Drosophila o
células HelLa en los cuales se pudo identificar a STIM (stromal interaction
molecule; conocida anteriormente como o0lIf186-F) como la molécula que
participa como intermediaria entre el vaciado de los reservorios intracelulares y
la activacion de los canales SOCE en la membrana celular (Roos et al. 2005;
Liou et al. 2005). La proteina STIM funciona como un sensor de calcio en la
membrana del RE, al disminuir los niveles de Ca** en el lumen del RE, STIM se
oligomeriza y forma agregados en regiones cercanas a la membrana plasmatica
(Liou et al. 2005; Roos et al. 2005). STIM generalmente se localiza en la
membrana del RE, sin embargo, se ha reportado que hasta 25% del subtipo
STIM1 se encuentra en la membrana plasmatica de algunos tipos celulares.
Actualmente en mamiferos se conocen dos proteinas llamadas STIM1 y 2
(Frischauf et al. 2008; Cahalan 2009). La co-expresion de ambas proteinas de
STIM parece depender del tipo y tejido celular, por ejemplo STIM1 es mas

abundante que STIM2 en plaquetas y otras células del sistema inmune, en



contraste STIM1 es menos abundante en células de musculo esquelético o rifién
(Berna-Erro et al. 2012; Lopez et al. 2012).

También se han identificado las subunidades que conforman el canal SOC o
CRAC capaces de generar la Icrac 0 SOCE conocidos como Orai (anteriormente
llamadas CRACM) (Feske et al. 2006; Vig et al. 2006). Hasta ahora se han
identificado en mamiferos 3 proteinas homologas, llamadas Orai 1, 2 y 3.
Durante la generacion de SOCE, STIM actua como un sensor de los niveles de
Ca’* en el RE y también como activador del canal de Ca®* en la membrana
plasmatica que esta formado por 6 subunidades de Orai. Estructuralmente Orai
no presenta homologia con otros canales ionicos y ha mostrado alta selectividad
a Ca**, lo que le permite mediar la homeostasis de este catién a corto plazo y las
sefales desencadenadas por este mismo cation a largo plazo, recientemente se

determind su estructura cristalografica (Vig et al. 2006; Rothberg et al. 2013).

1.3 STIM

STIM forma parte del elaborado sistema de sefializacion de Ca?* en las células
eucariotas. STIM se identificO por primera vez en un tamizaje basado en su
habilidad de unir a los pre-linfocitos B a las células estromales, de ahi su nombre
inicial SIM (stromal interacting molecule) (Oritani & Kincade 1996), el cual
cambio tras la descripcion de su capacidad de estimular el influjo de calcio a
STIM o GOK (Parker et al. 1996). STIM es una proteina de un solo pase
transmembranal que atraviesa la membrana del RE, con su amino terminal

dispuesto en el lumen del RE y su carboxilo terminal dispuesto hacia el



citoplasma. En su amino terminal tiene un dominio SAM (steril alpha-motif) y un
dominio estructural EF (hélix-loop-helix) caracteristico de las proteinas que se
unen a calcio. Durante la oligomerizacion de STIM1 la region de la proteina
llamado SAM es determinante, ya que mutaciones puntuales en esta region han
mostrado una disminucion de la habilidad para formar las regiones de union a los

canales SOC (Baba et al. 2006) (ilustracion 3).

Ilustracion 3. Estructura y funcion de STIM. Las moléculas de STIM principalmente se localizan
en la membrana del RE. En la molécula de STIM1, se muestran los dominios EF y SAM en el
lumen del RE vy, del lado citoplasmico se observan otros dominios como CC; ERM, S/P vy el
dominio rico en lisina (K). En la membrana plasmatica se localizan los canales SOC u Orai, que
al ser activados por STIM1 permiten el influjo de ca”. (Modificado de Lewis 2007).



En el extremo carboxilo hay dos dominios tipo CC (coiled-coil) con una
region ERM (ezrin/radixin/moesin) que participan en la union de membranas con
filamentos de actina, una region variable entre especies rica en prolina-lisina y
una region SOAR/CAD que especificamente permite la asociacion con las
subunidades de Orai (Cahalan 2009; Frischauf et al. 2008; Berna-Erro et al.
2012) (ilustracion 3).

El mecanismo de activacion de SOCE depende de la oligomerizacion de
moléculas de STIM y su translocacion hacia sitios delimitados del RE que son
movilizados a una distancia de 10 a 25 nm de la membrana plasmatica. Dicha
oligomerizacién comienza cuando la concentracién de Ca** en el lumen del RE
disminuye a niveles cercanos o por debajo de 300 uM, valor cercano a la
afinidad del sitio EF de STIM1 (Frischauf et al. 2008; Cahalan 2009), (ilustracion

4).

1.3.1 STIM1

Como se menciono anteriormente STIM se localiza principalmente en la
membrana del RE aunque se ha reportado en menor densidad en la membrana
de otros reservorios e incluso en la membrana plasmatica, de manera especifica
en balsas lipidicas de la membrana (Soboloff et al. 2006; Spassova et al. 2006;
Pani et al. 2008; Pani et al. 2009; Dionisio et al. 2011). Se ha sugerido que el
dominio EF de STIM1 en la membrana plasmatica se encuentra dispuesto hacia
el lado extracelular y podria funcionar como un sensor de la concentracion

extracelular de Ca®* (Spassova et al. 2006; Dionisio et al. 2011). En sistemas de
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expresion exogena STIM1 interacciona directamente con las subunidades Orai
1-3 y es capaz de generar el influjo de calcio por lo que se ha denominado como
“la unidad elemental” de la generacion de SOCE (Cahalan 2009; Berna-Erro et
al. 2012) (ilustracion 4). Entre las evidencias experimentales que demuestran
esta interaccion directa se encuentran la co-inmunoprecipitacion y estudios de
FRET (fluorescence resonance energy transfer) que permite determinar
interacciones moleculares en el rango nanométrico. La regiéon del carboxilo
terminal de STIM1 de aproximadamente 100 aminoacidos ha mostrado ser
esencial para dicha interaccion STIM1-Orai, ya que la expresion de esta
secuencia parcial es suficiente para activar las corrientes tipo CRAC (Cahalan
20009).

También se ha observado que esta interaccion STIM1-Orai promueve la
inhibicion de canales dependientes de voltaje como Ca,1.2, promoviendo su
internalizacion prolongada (Park et al. 2009). Asi mismo, se ha mostrado que
carboxilo terminal de STIM1 puede activar a canales tipo TRPC generando la
hipotesis de la heteromerizaciéon de TRPC y Orai a través de STIM (Yuan JP,
Zeng W, Huang GN, Worley PF 2007; Huang et al. 2006; Galan et al. 2009;

Horinouchi et al. 2012).
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1.3.2STIM 2

La funcion celular de esta isoforma no se conoce ya que hasta ahora la mayoria
de los estudios se han enfocado a STIM1. STIM2 es una proteina
transmembranal tipo | de 833 residuos (105-115 KDa); en humanos su gen
(hSTIM2) se identifico en 2001 (Williams et al. 2001).

STIM2 al igual que STIM1, se encuentra en la membrana del RE y
también ha sido identificada en otros organulos acidicos (Zbidi et al. 2011). A
diferencia de STIM1, STIM2 nunca se ha reportado en membrana plasmatica,
pero se ha sugerido que una pre-proteina de STIM2 se puede acumular en el
citoplasma en la cara interna de la membrana plasmatica (Graham et al. 2011).
Ademas, se piensa que los genes de STIM evolucionaron de un mismo gen de
un eucariota multicelular inferior ya que la organizaciéon gendmica de homélogos
de STIM1 como D-Stim en D. Melanogaster es muy similar (Lopez et al. 2012).
Aunque STIM2 es 148 residuos mas grande que STIM1, ambas proteinas
poseen una secuencia y arquitectura similar (Graham et al. 2011). La region N-
terminal de STIM2 muestra 66% de homologia con STIM1 y posee motivos EF
que sensan la concentracién del Ca?*, asi como la secuencia SAM que permite
interacciones proteina-proteina (Qiao & Bowie 2005). En cambio en el C-
terminal, el cual participa en las interacciones con los canales Orai (Cahalan
2009), muestra divergencia en la secuencia lo que sugiere diferencias
funcionales entre ambas isoformas, aunque STIM2 mantiene los dominios como
ERM y los segmentos CC que median la homo o la heterodimerizacion de esta

proteina (Williams et al. 2001; Huang et al. 2006; Parry et al. 2008; Baba et al.
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2006). Adyacente a esta region STIM2 posee un dominio rico en prolina e
histidina cuya funcion es hasta ahora desconocida, finalmente un dominio rico en
lisina (K) que se cree puede tener una funcion homologa a la que presenta en
STIM1, que es interactuar con la calmodulina (CaM) de alta o baja afinidad en
presencia o ausencia de Ca?’, respectivamente, lo cual provoca la inhibicién de
la interaccion con canales Orai o TRPC1 (Williams et al. 2001; Huang et al.
2006; Bauer et al. 2008; Parvez et al. 2008).

STIM2 se expresa de forma ubicua siendo su expresion la dominante en
algunos tejidos como cerebro, particularmente en hipocampo, cerebelo, corteza,
talamo y amigdala (Skibinska-Kijek et al. 2009); entre otros Organos que
presentan expresion de STIM2 encontramos: pancreas, placenta, corazén,
musculo esquelético, rifion, plaquetas, epitelio de pigmento retinal y epitelio de
glandulas mamarias (Berna-Erro et al. 2012; Lopez et al. 2012).

Sus propiedades moleculares son poco comprendidas y su mecanismo de
accion principalmente son inferencias de estudios sobre STIM1; el motivo EF de

ambas proteinas STIM muestra una afinidad similar por Ca®* (Kq STIM2 . 0.5
mM, STIM1 . 0.2 mM — 0.6 mM) de acuerdo a ensayos de union al cation

(Stathopulos et al. 2008; Zheng et al. 2008). STIM2 puede por lo tanto estar
activa en concentraciones altas de Ca** (0.4 mM), es decir, requiere de
decrementos menores en la [Ca®*] en el RE para su activacion, incluso puede
estar activa en concentraciones basales de este cation en los reservorios [0.3 a
0.5 mM], entonces STIM2 podria activarse antes que STIM1 tras el decremento

del cation en reservorios (Barrero et al. 1997; El Boustany et al. 2010; Yu &
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Hinkle 2000). Entonces, a diferencia de STIM1, STIM2 cambia a su forma activa
con decrementos menores pues STIM1 requiere de [Ca?*] menores o cercanas a
0.2 mM para su activacion (Brandman et al. 2007).

STIM2 puede ser modificada post-traducccionalmente principalmente en
la region del péptido sefial en la region N-terminal, las consecuencias de estas
modificaciones no son muy claras (Williams et al. 2001; Smyth et al. 2009;
Graham et al. 2011), no obstante se ha sugerido que una region del péptido
sefal mas larga (101 residuos mas), que los 14 originalmente descritos, genera
una pre-proteina de STIM2 que no es dirigida hacia el RE y se acumula en el
citoplasma (Graham et al. 2011), esto se ha sugerido como una explicacion para
la activacion del influjo de calcio de forma independiente a los reservorios
(Parvez et al. 2008).

A través de co-inmunoprecipitacion se ha mostrado la interaccion entre
las dos proteinas de STIM formando hetero-oligdmeros (Williams et al. 2002; Li
et al. 2007), lo cual podria ser relevante para la regulacion de SOCE (Brandman
et al. 2007; Darbellay et al. 2010). A diferencia de STIM1, son poco los estudios
sobre la interaccion STIM2 y Orai, sin embargo, estudios funcionales han
mostrado la interaccion de STIM2 a través de su carboxilo terminal con Orai y
TRPC1, evidenciando su participacion en SOCE (Bandyopadhyay et al. 2010a;
Brandman et al. 2007; Parvez et al. 2008; Zbidi et al. 2011).

La funcion de STIM2 en la generacion de SOCE sigue siendo
controversial, pero a medida que aumenta el conocimiento acerca de las

caracteristicas especificas sobre esta proteina, es claro que su participacion es
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mucho mas compleja de lo que originalmente se habia pensado. Reportes
recientes sugieren una funcién prominente de STIM2 en SOCE en neuronas de
ratobn (Berna-Erro et al. 2009), HEK293 (El Boustany et al. 2010) o células
dendriticas (Bandyopadhyay et al. 2010b); entonces la participacion preferencial
de una de estas proteinas podria depender del tipo celular, la estequiometria
entre estas moléculas o los niveles enddgenos de éstas.

Se ha observado especializacion de las isoformas de STIM a un nivel
molecular dado que STIM1 es capaz de agregarse y activarse mas rapido y
producir corrientes SOCE transitorias y mas grandes, mientras que STIM2
responde de una manera lenta y genera corrientes de menor amplitud pero de
manera sostenida. La region amino terminal es capaz de enlentecer el
acoplamiento con canales Orai, atenuando la corriente SOCE (Zhou et al. 2009).
Una forma de explicar estas diferencias puede ser a través de su estructura, el
dominio SAM de STIM2 tiene una funcion auto-inhibitoria a diferencia de la de
STIM1, lo cual le da una mayor estabilidad y menor tendencia a la
oligomerizacién, retardando el desarrollo de SOCE (Zheng et al. 2011). Estos
datos sugieren importantes consecuencias funcionales en el influjo de Ca*
activado por STIM2.

Se sabe que STIM2 participa en la regulacion de expresion de genes y
vias apoptoticas inducidas por condiciones hipotéxicas (Berna-Erro et al. 2009;
Miuller & Rao 2010; Graham et al. 2011). Ademas el silenciamiento de STIM2 en
mioblastos humanos inhibe su diferenciacion indicando su papel en el desarrollo

y la especializacion celular (Darbellay et al. 2010).
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A diferencia de STIML1 los ratones knockdown deficientes de STIM2 se
desarrollan normalmente, pero mueren a 4-8 semanas de nacidos dependiendo
de la cepa (Berna-Erro et al. 2009; Oh-Hora et al. 2008; Varga-Szabo et al.
2008). Ratones deficientes de STIM2 también han mostrado disfunciones
cognitivas dependientes de hipocampo, como la memoria espacial (Berna-Erro
et al. 2009), evidenciando su importancia en la modulacion en la actividad

neuronal.

lustracién 4. Activaciéon del influjo de Ca®*. Las unidades funcionales de SOCE se como
respuesta a la disminucion del Ca** del RE. En células en reposo (panel superior) los canales
SOC y las moléculas de STIM se encuentran dispersos por la membrana plasmatica y RE,
respectivamente. Con la disminucién del ca” del RE (panel intermedio) las moléculas de STIM y
secciones del RE se reacomodan en puntos yuxtapuestos a la membrana plasmatica (flechas
negras y azules), en estos puntos de co-localizacién las moléculas de STIM activan a los canales
SOC y se genera el influjo de ca* (panel inferior). (Modificado de Lewis 2007).
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1.4 SOCE y la Maduracion del ovocito de Xenopus

El ovocito de Xenopus laevis por mas de tres décadas ha sido utilizado como un
modelo celular para el estudio de la dindmica de Ca?' intracelular. Sus
caracteristicas morfolégicas, han generado su uso extensivo como modelo
celular en gran variedad de estudios de las moléculas involucradas en dicha
dinamica asi como los mecanismos gue los activan.

El desarrollo de este modelo de expresion heteréloga ha impulsado un
gran interés en estudiar las caracteristicas nativas del modelo, ya que su
adecuada comprension permitira un analisis mas detallado y certero de las
moléculas que participan en la dindmica intracelular.

Los ovocitos de Xenopus en su estadio VI (Dumont 1978) se encuentran
arrestados en la profase de la meiosis | en el ovario; durante el proceso llamado
de maduracion se lleva a cabo la ruptura de la vesicula germinal (GVBD,
germinal vesicle breakdown) completando de esta manera la meiosis | y la
generacion del cuerpo polar lo que lleva al gameto al arresto en metafase de la
segunda division meiotica (MIl) (Masui & Clarke 1979).

El proceso de maduracion en los ovocitos de Xenopus es iniciado por la
hormona progesterona, la cual induce la cascada de sefalizacion del factor de
promocién de la maduracion (MPF), la cual requiere de la activacion de algunas
cinasas como Mos y MAPK (mitogen-activated protein kinase) entre otras
(Sagata 1997). Este factor MPF es un complejo necesario y suficiente para que
se lleve a cabo la ruptura de la GVBD, marcando asi el inicio del proceso de

maduracion (Smith 1989; Nebreda & Ferby 2000). Un componente determinante
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en este proceso es la maquinaria de regulacion de Ca?* citoplasmico; por
ejemplo, la fecundacion del gameto en Xenopus presenta caracteristicas
espaciales y temporales especificas que permiten la activacion del huevo vy el
desarrollo embrionario (Miyazaki 1995; Stricker 1999); el bloqueo de la
poliespermia (Kline & Nuccitelli 1985) o la liberacion del bloqueo de Mill
(Meyerhof & Masui 1979).

Dado que SOCE es una via permeable a Ca®', y que en células no
excitables se ha observado su papel primordial en el influjo de este cation
(Parekh & Penner 1997); su estudio en un mecanismo calcio-dependiente como
la maduracion ha mostrado que SOCE activado por STIM1 se inactiva tras la
maduracién del ovocito de Xenopus, coincidentemente con la aparicion de
GVBD (Machaca & Haun 2000). Esta inactivacion de SOCE y la aparicion de
GVBD coincide con el incremento de los niveles de MAPK y MPF, siendo este
altimo el factor determinante para la inactivacion de SOCE, unicamente cuando
SOCE no se encuentra pre-activada (Machaca & Haun 2002). Dicha observacion
sobre en el estado de activacion de SOCE antes del efecto inhibitorio de MPF
sugiere que la inhibicion es en realidad sobre el acoplamiento de la maquinaria
SOCE y no directamente sobre el canal (Machaca & Haun 2002). Sin embargo,
la regulacién de la [Ca**] citoplasmico en el proceso de maduracién ha mostrado
tener un efecto dual, por ejemplo no es indispensable para el inicio de la meiosis
o la GVBD, de hecho su ausencia parece facilitar la entrada a la fase de meiosis,
en cambio, el incremento citoplasmico de Ca** si es indispensable para la

finalizacion de la meiosis (Sun & Machaca 2004). Estos datos sugieren que la
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sefalizacion de Ca** regula la temporalidad de la meiosis, desde el inicio hasta

su culminacion.
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2. Antecedentes

La activacion de receptores especificos a serotonina, glutamato o acetilcolina
expresados en la membrana de los ovocitos de Xenopus, propicia que pulsos
hiperpolarizantes generen una corriente entrante transitoria llama Ti, (Parker et
al. 1985). Esta corriente se debe principalmente al eflujo de iones CI a través de
canales que dependen del influjo de Ca®* (Miledi 1982), dado que la remocién
del Ca?* del medio extracelular elimina la respuesta, y ésta es ademas
bloqueada por la aplicacién extracelular de iones divalentes como Mn?*, Co?* o
lantanidos, bloqueadores inespecificos de vias de permeabilidad a Ca?*. Una de
las caracteristicas de esta corriente es que durante el lavado del agonista la
amplitud de la corriente Ti, incrementa, para después decrecer en el rango de
varios minutos (Parker et al. 1985).

La expresion heter6loga de una variedad de receptores especificos que
se acoplan a la via endégena de PLC/IP; del ovocito de Xenopus generan en
mayor 0 menor grado la corriente transitoria Ti, durante pulsos hiperpolarizantes
(Ni 1997), con las mismas caracteristicas electrofisiologicas de Ti,, originalmente
descritas con la expresion del ARNm de cerebro (Parker et al. 1985). Esto
indicaba que la corriente Tj, se debe inicialmente a la activacion de los GPCR
(Gq) en particular y no de alguna otra molécula co-expresada como resultado de
la inyeccion de ARNm total de cerebro de rata en el ovocito. De forma mas
detallada se sabe que la inyeccion de la subunidad a de la proteina Gy en

ovocitos de Xenopus, es capaz de generar un influjo de calcio, permitiendo la
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activacion de la corriente Ti,, pues la subunidad a fue capaz de activar DAG
(diacilglicerol) y esta misma molécula se observo que aparece y desaparece en
sincronia con el desarrollo de la corriente transitoria Tin, la activacion de la via de
DAG puede inducir a la maduracion ya que induce la ruptura de la vesicula
germinal (Guttridge et al. 1995).

Entonces, la respuesta Ti, es una corriente de CI" que depende de: 1) la
activacion de alguno de los receptores acoplados a proteina Gq, 2) la activacion
de una via permeable a calcio; y 3) un aumento de la concentracion intracelular
de Ca** promovido por el influjo de este i6n desde el medio extracelular que
junto con la liberacién de Ca?* a través de los receptores de IP3 permiten que la
[Ca®*]; aumente a niveles que bloquean el IP3R permitiendo la inactivacién de
Tin. El eflujo de iones CI" se lleva acabo a través de la apertura de los canales de
CI" dependientes de Ca** (CDCC) que se encuentran expresados en una alta
densidad en la membrana del ovocito. Para propositos de este escrito la
secuencia de eventos que llevan a la activacion de Ti, la definiremos como:
receptor— proteina G— PLC— IP3R—liberacion de Ca®* —activacién de

SOCE—> apertura de CDCC.
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3. Justificacion

El modelo de ovocito de Xenopus laevis ha sido usado como un modelo celular
para el estudio de mecanismos responsables de la modulacion de las
concentraciones citoplasmicas de Ca®*, principalmente a través de la liberacion
del cation desde reservorios intracelulares (Berridge et al. 2000; Parker & Miledi
1986; Parker & Miledi 1987) y por influjo de Ca®* via canales dependientes de
voltaje de Ca®** o canales operados por reservorios intracelulares SOC (Miledi
1982; Parker & Miledi 1987; Yao & Tsien 1997), como resultado de la
estimulacion de la liberacion de calcio tras la sintesis del IPs/DAG a través de la
activacion de la PLC (Hartzell 1996; Parekh 1997; Yao & Tsien 1997).

La liberacion de Ca** desde los reservorios y la activacién de SOCE son
respuestas comunes en ovocitos de Xenopus, este sistema endogenamente
expresa los elementos necesarios para activar la via de PLC después de la
estimulacion de GPCR (Kusano et al. 1982). Como se mencioné previamente, la
via permeable a Ca®" en las corrientes SOCE generalmente son canales
formados por subunidades Orai, activado por la asociacion de estos con STIM
(Williams et al. 2001). La activacion de esta corriente en la membrana del ovocito
de Xenopus fue detectada por primera vez a través de la respuesta eléctrica
llamada Ti,, la cual se genera tras el influjo de Ca** a través de los canales SOC
(Parker et al. 1985). Durante el incremento de Ca®" citoplasmico como resultado
de la apertura de los canales SOC y del incremento de la fuerza electroquimica

del cation durante los pulsos hiperpolarizantes (Miledi 1982; Parker & Miledi
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1986). Los transcritos enddgenos de las diferentes isoformas de Orai y STIM se
han identificado (Klein et al. 2002), sin embargo, el papel para cada uno de estos
tipos de proteinas en las respuestas endogenas del ovocito no se han estudiado;
en general, el papel de los elementos moleculares de SOC tampoco se
comprenden a detalle; su estudio podria revelar informacion relevante sobre los

mecanismos moleculares que subyacen a este fendbmeno.
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4. Hipotesis

En el ovocito de Xenopus laevis la corriente transitoria Ty y el proceso de

maduracion requieren del reclutamiento de una o ambas proteinas STIM.
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5. Objetivo general

Determinar la participacion de STIM1 y STIM2 en la generacion de la corriente

Tiny la maduracion del ovocito de Xenopus laevis.
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6. Materiales y métodos

6.1 Preparacion celular

Las ranas Xenopus laevis se obtuvieron de Xenopus | (Ann Arbor, Mi, USA). Los
|6bulos ovaricos (4-8) fueron removidos quirdrgicamente de ranas anestesiadas
hipotérmicamente en condiciones estériles, a través de una incision de 7-10 mm
en la region abdominal. Tras la cirugia, las ranas fueron suturadas y colocadas
en un estanque individual por 3-7 dias para su recuperacion. Terminado este
periodo se colocaron en grupos mas grandes y no se les practico otra cirugia al
menos en dos meses. Los lobulos ovaricos se mantuvieron en solucion Barth’s
normal (BN) que contenia (en mM): 88 NaCl, 1 KCI, 2.4 NaHCO3, 0.33 Ca(NO3)a,
0.41 CaCl,, 0.82 MgSO, y 5 HEPES, c gentamicina 75 pg/ml y ajustada a pH 7.4
(ilustraciones 5 A y B). Los estudios experimentales se llevaron a cabo con
ovocitos en estadio VI (Dumont 1972) y fueron defoliculados incubando con
colagenasa (0.9 mg/ml) a temperatura ambiente por 30 min en solucién Ringer
normal (RN, que contenia en mM: 115 NacCl, 2KClI, 1.8 CaCl,, 5 Hepes, ajustada
a pH 7.0). Después de este tratamiento los ovocitos se incubaron a 18 °C en
solucion BN esteéril y los registros electrofisiolégicos se realizaron tras un periodo
de 2-4 dias tanto en ovocitos no inyectados como en aquellos inyectados con
ARNmM especificos para receptores de membrana y/o con oligonucleétidos

antisentido especificos para eliminar distintas proteinas (ilustraciones 5 C y D).

26



Ilustracion 5. Obtencién e inyeccién de ovocitos. A. Rana de Xenopus laevis a la cual mediante
una pequefia incision en el abdomen se le extraen los sacos con ovocitos. B. Separacion de los
ovocitos para su tratamiento en colagenasa y remocion manual de células foliculares. C.
Linearizacién de plasmidos con cada unos de los GPCR para su posterior transcripcion in vitro.
D. Inyeccién del ARNm y/u oligonucleétido antisentido.

6.2 Expresidn de receptores purinérgicos o muscarinicos y el uso de

oligonucledtidos antisentido en ovocitos de Xenopus laevis

En la mayoria de los experimentos, 24 horas antes de la defoliculacion y con el
propésito de expresar receptores de membrana especificos, los ovocitos se
inyectaron con 25-50 ng de ARNCc [1 ng/nl] de los receptores purinérgicos, P2Y8
(clonado de células foliculares de X. laevis), P2Y2 (clonado de X. tropicalis), o
del receptor muscarinico M1 (clonado de Homo sapiens). Los ovocitos de grupos

control fueron inyectados con 25-50 nl de H,O. Los fragmentos amplificados
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fueron digeridos con las enzimas de restriccion siguientes; Ncol-Notl para P2Y8
y BamHI-Notl para receptores P2Y2 y M1. Todas las secuencias se inertaron en
los mismos sitios en pXENEXI disefiados especificamente para la expresion de
ARNc en ovocitos de Xenopus. EI ARNc se sintetizo tras la linearizacion del
plasmido pXENXEI con una de las construcciones anteriormente mencionadas,
con las enzimas Sphl para receptores purinérgicos y Hindlll para el muscarinico,
(mMessage mMachine, Ambion Austin, TX). La expresion de los transcritos de
STIM1, STIM2 y conexina 38 (Cx38) fue eliminada por la inyeccion de 25-50 ng
de oligonucleotidos antisentido con las secuencias siguientes para cada uno de
los transcritos antisentido respectivos con las secuencias mostradas en la tabla
1. Después de la inyeccion, los ovocitos se incubaron a 18 °C en soluciéon BN y
su progreso se evaluo electrofisiolégicamente por los dos dias siguientes. La
inyeccion de oligonucledtidos antisentido en ovocitos ha sido ampliamente

utilizada como una técnica eficiente para la transcripcion (Hulstrand et al. 2010).

Tabla 1. Secuencias de oligonucleotidos antisentido.

l Transcrito Secuencia 5°- 3° Nomenclatura

I stiml ATAGCAGAGTCCGACACCAAAGCATTCCGC as-STIM1

stim2 TCCTCTTCTTCTTTCTCCCGTTCATGGCTG as-STIM2

cx38 GCTTTAGTAATTCCCATCCTGCCATGTTTC as-Cx38
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6.3 Andlisis electrofisioldgico

Los registros electrofisiologicos se realizaron a una temperatura ambiente (21 —
24 °C). La corriente de ovocitos se evaluo usando la técnica de control de voltaje
con dos electrodos (Miledi 1982). Los electrodos de registro con resistencia de 1-
2 MQ fueron fabricados utilizando capilares de borosilicato (Sutter Instruments) y
fueron llenados con una solucion 3 M de KCI. Los ovocitos se perfundieron
continuamente (10 ml/min) con solucion RN en un voltaje de mantenimiento de -
10 mV, y fueron estimulados con pulsos de voltaje de 4s a -100 mV aplicados
periodicamente cada 40s para activar la corriente Ti, (ilustracion 6), una vez que

los ovocitos fueron estimulados con uno de los agonistas durante 120 s.

Ilustracion 6. Técnica de control de voltaje. A. Esquema de la técnica de control de voltaje en
donde V', es el electrodo de voltaje; X1, es el amplificador; V, es el voltaje de mantenimiento.
FBA, es el amplificador de retroalimentacion; I’, el electrodo intracelular de corriente; |, el
amperimetro que se encuentra en el bafio y censa la corriente transmembranal. B. Protocolo de
estimulacién donde HP, es el potencial de mantenimiento.
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Se inyectaron los anticuerpos a los ovocitos con un sistema eyector de
aire a presion (20 PSI), ajustando electronicamente los tiempos necesarios de
eyeccion para cargar los anticuerpos a una concentracion final cercana a 1:1000,
considerando un volumen del ovocito aproximado de 1 ul. Las soluciones de
inyeccion fueron preparados en soluciones conteniendo 5 mM Hepes, ajustado a

pH 7.0 con KOH.

6.4 Transcripcion reversay PCR

El ARN total de ovocitos se purificO usando los reactivos Trizol (Life
Technologies). A partir del ARN obtenido se sintetiz6 el ADN complementario
(ADNCc) con la transcriptasa reversa (RT), 2 ug ARN pre-tratado con DNasal, 1
pg oligo (dT), 0.25 ug oligonucledtidos hexaméricos al azar como cebadores, en
un volumen total de 20 pl. EI ADNc se utiliz6 como templado en las reacciones
de PCR donde se utlizaron oligonucledtidos especificos para amplificar
fragmentos de ADNc de los transcritos de interés y como control en ARN
ribosomal de la proteina S2 (rps2). Todos los programas de PCR comenzaron a
95 °C por 2 min y terminaron a 72 °C por 5 minutos. Los 35 ciclos de
amplificacion consistieron en 45 s a 95 °C, 40 sa 55°C y 35 s a 72 °C. Las

secuencias de oligonucleotidos usadas en este estudio se enlistan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencias de cebadores para PCR

- Transcrito Secuencias de cebadores

rps2 F: TGGTAACAGGGGAGGTTTCCGC
R: ATACCAGCCATCATGAGCAGC

stim1 F: CGACGAGTTTCTCAGGGAAG

R: CTTCATGTGGTCCTCGGAGT
3 stim2 F: CCAGCCTTGAGGCAATATGT

R: GCAACCTCCAACTCCGATTA

Los productos amplificados fueron aislados y purificados (QIAEX I,
QIAGEN). Clonados en pJet 1.2 vector (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA). Finalmente, las secuencias de nucleétidos fueron confirmadas por
secuenciacion automatica y analizadas en el programa BLAST para corroborar

su identidad.

6.5 Western blot

La expresion de proteinas fue evaluada mediante la técnica de Western blot en
ovocitos inyectados con los oligonucleétidos antisentido as-STIM1 y as-STIM2.
Para cada grupo, 10 ovocitos fueron homogenizados 72 h posteriores a la
inyeccién en un buffer que contenia en mM: 20 Tris-HCI pH 7.6, 1 EDTA pH 8,

80 sacarosa y 1X de complete mini protease inhibitor tablet (Hoffman-La Roche,
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Switzerland). Después por centrifugacion diferencial a 4 °C; 500 rpm durante 5
min, siguiente 3500 rpm por 10 min y finalmente a 14000 rpm durante 20 min; la
pastilla obtenida se resuspendio en buffer que en mM contenia: 50 Tris-HCI pH
7.6, 1 EDTA pH 8, 100 NaCl, 100 MgCl, y 1X of complete mini protease inhibitor
tablet. La concentracion total de proteina se cuantificé por reaccion de Bradford.
Para la electroforesis, las muestras (1.5 pg por carril) se cargaron y fue
fraccionado en un gel 10% de SDS-poliacrilamida y transferida a una membrana
de nitrocelulosa (BioRad, Hércules, CA). Las membranas fueron bloqueadas por
1 h a temperatura ambiente en solucion salina amortiguadora de Tris y Tween 20
(TBS-T) que contiene en mM: 150 NaCl, 20 Tris, pH 7.4, y 0.1% Tween 20, con
5% de leche seca libre de grasas e incubado posteriormente durante toda la
noche a 4 °C con el anticuerpo primario apropiado en una dilucion de (1:1000), el
anticuerpo contra la proteina STIM1 el anticuerpo de (Alomone, Jerusalem,
Israel, No. de catalogo ACC-063) que reconoce en la parte amino de la proteina,
mientras que para la proteina STIM2 se utilizaron 2 diferentes anticuerpos
STIM2-NT (que reconoce un sitio cercano al dominio amino) o STIM2-CT (que
reconoce un sitio cercano al terminal carboxilo) (ambos de ProSci Inc. Poway,
CA, No. de catalogo 4125 y 4123, respectivamente). Como control se utilizé un
anticuerpo contra SERCA 2 (Cell Signaling Technology Inc. Danvers, MA, No. de
catalogo 4388). Después de la incubacion, las membranas fueron lavadas en
TBS-T e incubadas por 45 min a temperatura ambiente con anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con enzima HRP (peroxidasa de rabano)

(Zymed, Invitrogen Co., Grand Island, NY) diluido en TBS-T (1:10000). Las
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proteinas inmunoreactivas fueron detectadas por quimioluminiscencia y los datos
fueron analizados con el programa ImageJ (NIH, USA); los resultados se
expresan en términos de densidad optica (unidades arbitrarias) y normalizados
con respecto a la condicion control. Para analizar los controles de carga, como la
deteccion de SERCA 2, las mismas membranas usadas para detectar las
proteinas STIM fueron incubadas por 30 min en solucién de lavado (conteniendo
en mM: 50 Tris pH 6.8, 100 p-mercapto-ethanol, y 2% SDS) a 55°C, lavadas con
TBS-T y nuevamente tratadas con el anticuerpo primario contra SERCA 2 y se

procedié con el mismo tratamiento anteriormente descrito.

6.6 Ensayos de maduracion

Los ensayos de maduracion se realizaron en lotes de 15 a 25 ovocitos,
defoliculados previamente incubados en 2 ml de solucion BN con 10 pM de
progesterona. La GVBD fue monitoreada por la formacion del punto blanco en el
polo animal y confirmado al final del experimento cortando los ovocitos a través
del ecuador tras la incubacion de estos en solucion RN caliente por 1 min
(Arellano et al. 1995). Los parametros eléctricos membranales se evaluaron
durante la maduracion en grupos de ovocitos que fueron inyectados 72 h antes
con as-STIM1 o as-STIM2 y comparados con los ovocitos no inyectados o
inyectados con H,O. Las propiedades eléctricas, potencial de membrana de los
ovocitos en los diferentes lotes experimentales fueron analizados tras 9-12 h en

presencia de la progesterona.
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6.7 Substancias

ATP, ACh, Apirasa, colagenasa tipo |, progesterona, SFB y todas las sales

fueron adquiridas de Sigma-Aldrich Chemical Co.

6.8 Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como la media + S.E.M. (error estandar de la
mediana) de quince o mas ovocitos por condicion de al menos tres donadores
diferentes. Las graficas se realizaron usando el software Igor Pro Wavemetrics,
Inc. El analisis estadistico se realizé usando el programa Graphpad Prism 6 con
su respectivo analisis de varianza (ANOVA). Los promedios de dos de los
grupos se compararon usando la prueba t de Student. Las diferencias

significativas fueron consideradas significativas con P < 0.01.
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7. Resultados

7.1 Expresion endégena de STIM1 Y STIM2 en los ovocitos de Xenopus

laevis

La expresion de los transcritos de ARN para stiml y stim2 se estudié usando la
técnica de RT-PCR. Como se muestra en la figura 1, en las muestras de ARN de
los ovocitos control (no inyectados), se amplifico para stim1l un amplicon de 463
pb mientras que, en el caso de stim2 un fragmento de 494 pb. Ambos
fragmentos presentaron el tamafio esperado para el transcrito correspondiente, y
los fragmentos fueron clonados en el vector pJET 1.2, secuenciados Yy
analizados en BLAST; las secuencias obtenidas fueron homodlogas a lo
reportado para stiml (99%) de Xenopus laevis [GenBank: NM_001097037.1] y
para stim2 (90%) de Xenopus tropicalis [GenBank: XM_004916759.1]) el anélisis
se realiz6 con 4 diferentes donadores y con 10 ovocitos en cada condicion para
la obtencion del ARN. En todos los ensayos, los controles de amplificacion, sin
RT o sin molde de ADNc no produjeron producto de PCR alguno (Figura 1). Los
grupos de ovocitos inyectados 48-72 h antes con oligonucleétidos antisentido
para STIM1 (as-STIM1) o para STIM2 (as-STIM2) mostraron un decremento

significativo en el transcrito correspondiente (Figura 1).
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Figura 1. Expresion de los transcritos de STIM y su inhibicién por inyeccion de oligonucleétidos antisentido.

Se muestra un gel representativo de los productos de amplificacion por RT-PCR que corresponden al peso esperado
para stiml y stim2 en ovocitos nativos o control no inyectados (CNT), los amplicones correspondientes no se observan
en los lotes inyectados con as-STIM1 o as-STIM2. El amplicon de rps2 indica la eficiencia de la reaccion, los carriles —RT

y H,O corresponden a los controles negativos con ARN sin reaccion RT y producto de RT sin ADNc , respectivamente.

Para determinar si la inyeccion de oligos antisentido inducia de forma
paralela la reduccion del nivel proteico de STIM1 y STIM2, estas proteinas
fueron detectadas usando la técnica de Western blot con anticuerpos especificos
(Figura 2). NH-STIM1 detectd una banda alrededor de 75 KDa, tanto en la
preparacion de membranas total de ovocitos control (no inyectados) como en la
de cerebro de raton (Figura 2); el peso esperado para esta proteina de acuerdo

con estudios anteriores (Galan et al. 2009; Lopez et al. 2006).
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Figura 2. Expresion de proteinas STIM nativas en ovocito de Xenopus. STIM1 y STIM2 fueron detectados por

andlisis de Western blot en extractos de membrana total de ovocitos nativos (n=10) o proteina total de cerebro de ratén

(CR), usando anticuerpos especificos NH-STIM1 (panel izquierdo) o COOH-STIM2 (panel derecho).

Varios grupos de ovocitos que se inyectaron con as-STIM1 se procesaron
en WB para comparar la expresion endogena de STIM1 con respecto a los
ovocitos control no inyectados, como se observa en la figura 3. Los resultados
muestran que los grupos inyectados con el oligonucleétidos antisentido tuvieron
un decremento significativo de STIM1, con respecto al grupo control.

De forma similar la proteina STIM2, se detectd con dos anticuerpos, el
COOH-STIM2 y el NH-STIM2 (Figuras 2 y 3) en membranas totales de ovocitos
control (no inyectados). Ambos anticuerpos revelaron a STIM2 como una banda

de alrededor de 100 kDa, dato que concuerda con reportes previos (Brandman
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et al. 2007; Song et al. 2011). Como control positivo, se us6 una preparacion de
membrana total de cerebro de raton en paralelo con la de ovocitos control (no
inyectados) con COOH-STIM2, ambas preparaciones mostraron una banda
cercana a los 100 kDa (Figura 2). Ademas, la figura 3 ilustra los resultados del
Western blot en ovocitos inyectados con as-STIM2, que después de 48-72 h de
Su inyeccion, se produjo una disminucion significativa en los niveles de expresion

de STIM2 en comparacion con los controles.

Figura 3. Regulacién de la expresién de las proteinas STIM por inyeccion de oligonucleétidos antisentido. Un

andlisis similar a la figura 2 se llevo a cabo en lotes de ovocitos (n=10) inyectados con H,O como control (CNT), o con

oligos as-STIM1 o as-STIM2; después de 48 — 72 hrs.

Estos resultados muestran que las secuencias de oligonucleétidos
antisentido utilizados resultan en un decremento especifico y efectivo de
transcritos endogenos para stiml y stim2, asi como una disminucion robusta de

los niveles de STIM1 y STIM2, proteinas que fueron detectadas como las
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principales bandas y presentan un peso similar al observado en cerebro de

mamiferos.

7.2 Decremento en los niveles de expresion de STIM1y STIM2 por la
inyeccion de secuencias antisentido de STIM en ovocitos co-expresando
GPCR

La mayoria de los experimentos siguientes fueron realizados con ovocitos
expresando de forma heteréloga receptores muscarinicos 0 purinérgicos,
dependiendo del ARNc inyectado; y evaluar si la expresion de estos receptores
GPCR afectaba o no, la expresion de los STIM enddgenos, con el propoésito de
determinar los efectos de la inyeccion de los oligonucledtidos antisentido as-
STIM y la disminucién de las proteinas correspondientes. Después de 72 h de la
inyeccion de ARNc para cada uno de los GPCR, los ovocitos mostraron
corrientes robustas en presencia de sus agonistas respectivos (ver adelante); la
expresion de GPCR no afecta los niveles de expresion de los transcritos stiml y
stim2 tal como se ilustra en la figura 4. Ademas, el decremento en la expresion
de stiml y stim2 por la inyeccion de oligos antisentido no fue alterada en

ovocitos co-inyectados con M1 o P2Y8 ARNCc (figura 4).
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Figura 4. Transcritos de STIM en ovocitos co-inyectados con ARNm de GPCR. Gel representativo de la

amplificaciéon de stiml, stim2 y rps2 en lotes de ovocitos (n=10) inyectados con agua (CNT) o con ARNc (50ng por

ovocito) junto con ARNc de receptores P2Y8 o M1. Después de 48 — 72 hrs de la inyeccion.

Consistente con este resultado, la eliminacion de las proteinas de STIM1
o STIM2 no fue afectada por la co-inyeccion de los as-STIM junto con el ARNc
de uno de los GPCR, como se observa en la figura 5. En todos los casos

SERCA 2 (114 KDa) se us6 como control experimental (Figura 5).

Figura 5. silenciamiento de las proteinas STIM no sufre cambio por co-inyeccién de oligos antisentido con

ARNc GPCR. llustra grupos de ovocitos similares a los utilizados en la figura 4 utilizados para ensayos de Western blot.
Ovocitos del mismo donador fueron inyectados con ARNm de un GPCR solo o en conjunto con as-STIM1 o as-STIM2.

Identificando con anticuerpos especificos NH-STIM1 o COOH-STIM2. SERCA fue utilizada como control de carga del gel.
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Los resultados para las condiciones descritas anteriormente se resumen
en la figura 6, la cual muestra la expresion de STIM 1y 2 tanto a nivel transcrito
(PCR) como proteico (WB), para los grupos de ovocitos expresando o no los
GPCR exogenos. Estos resultados confirman que los oligonucleétidos
antisentido eliminan los STIM enddgenos en el ovocito de manera especifica y

efectiva sin que la expresion de GPCR exdgenos altere su eficacia.

Figura 6. Resumen gréafico de la expresién de STIM en ovocitos por PCR y Western blot. La grafica muestra el

andlisis densitométrico de las bandas obtenidas en las figuras 4 y 5, resumiendo los datos obtenidos en las diferentes
preparaciones de 10 ovocitos por grupo y repetidos en 3-5 donadores. Tanto los productos de PCR y las bandas
detectadas por Western blot (WB) fueron analizados de lotes de ovocitos inyectados Unicamente con ARNc de P2Y8 o
M1, y ovocitos co-inyectados con un as-STIM o en conjunto con ARNc de GPCR- Unidades de densidad 6ptica (UDO)

para cada banda fue normalizada con el valor obtenido en la condicién control (CNT) correspondiente. (*p<0.01).
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7.3 El silenciamiento de las proteinas STIM no afecta la generacién de las

corrientes oscilatorias de ClI" activadas por agonistas

Para evaluar el papel de STIM1 y STIM2 en la activacion de la corriente SOC,
monitoreamos la respuesta eléctrica Tj,. Previo a este analisis se comprobo¢ si la
inyecciéon de as-STIM afectaba o no, el mecanismo de liberacion de Ca*
estimulado por la aplicacion de un agonista. Con esta finalidad y, como una
medida de la capacidad de liberacion de Ca** desde los reservorios
intracelulares, los ovocitos fueron expuestos a suero fetal bovino (SFB) para
estimular el receptor endégeno a LPA (LPAR) (Tigyi et al. 1990), ACh, o ATP
para evaluar la amplitud de las corrientes oscilatorias (losc) generadas por la
aplicacion de uno de los agonistas (Kusano et al. 1982). Las respuestas
eléctricas generadas por SFB fueron registradas en ovocitos nativos, y aquellas
generadas por ACh o ATP fueron registradas en ovocitos expresando receptores
M1 o P2Y. La amplitud de las corrientes oscilatorias se compararon entre los
ovocitos control (solo inyectados con ARNc de un receptor) y los ovocitos co-
inyectados con as-STIM1 o as-STIM2 y ARNc de un receptor. Los resultados no
muestran una diferencia significativa entre los grupos de ovocitos evaluados
para un agonista particular. La respuesta losc generada por SFB (1:1000) tuvo
una amplitud promedio de 135 = 17 nA en ovocitos control, en cambio en
ovocitos inyectados con as-STIM1 o as-STIM2 la corriente promedio fueron 127
+ 26 nAy 142 = 54 nA, respectivamente. En los ovocitos que expresaron P2Y2,
las corrientes oscilatorias generadas por la aplicacion de ATP 100 uM fueron de

685 = 31 nA, y no mostraron diferencia con respecto a la amplitud de los
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ovocitos co-inyectados con oligos antisentido; 741 + 92 nA para as-STIM1 y 647
* 46 nA para as-STIM2. Resultados similares se obtuvieron para los grupos de
ovocitos que expresaron M1 con 1600 £ 133 nA en ovocitos control sin diferencia
significativa con respecto a la amplitud observada en los grupos inyectados con
as-STIM1 o as-STIM2, mostrando 1540 = 104 nA y 1410 = 115 nA,
respectivamente. Finalmente, el grupo de ovocitos control con P2Y8 genero
corrientes oscilatorias promedio de 459 £ 26 nA, y los grupos co-inyectados con
as-STIM 503 + 59 nA y 415 + 24 nA para as-STIM1 y as-STIM2
respectivamente.

Como se resume en la figura 7, estos resultados muestran que la
inyeccion de los oligos antisentido de STIM1 y STIM2 no afectaron la activacion
de las corrientes losc estimuladas por primera vez, lo que sugirid6 que el

mecanismo de liberacién de Ca®" permanecié sin alteracion significativa.

Figura 7. Corrientes oscilatorias de CI” activadas por agonistas. La grafica muestra el promedio de las corrientes

oscilatorias generadas por diferentes GPCR activados por sus respectivos agonistas (I,). Ovocitos nativos, se utilizaron
para activar al receptor de LPA, mientras que lotes de ovocitos fueron inyectados con ARNc de receptor M1 o P2Y8 o

P2Y2 solo o en conjunto con as-STIM 1 o as-stim2 .
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7.4 Participacion diferencial de STIM1 en la generacion de Ti,, dependiente
del GPCR involucrado

Para analizar el papel de las proteinas STIM durante la generacion de la
respuesta eléctrica Ti,, los ovocitos fueron estimulados con su respectivo
agonista para inducir la liberacién de Ca** (Figura 8). Entonces, Ti fue
monitoreada con pulsos de voltaje de -90 mV cada 40 s, desde un potencial de
mantenimiento de -10 mV. Como se ilustra en la figura 8A, la amplitud de la
corriente Ti, generalmente incrementa tras una aplicacion breve de agonista
(ATP, ACh o SFB por 120s), donde la corriente T, alcanza su maxima amplitud
después de 400 — 480 s, y después lentamente regresa a sus niveles basales en

600 — 800 s.

Figura 8. Activacion de respuesta T, por estimulaciéon aguda de agonista. A. llustra la activacion de la corriente

Tin €n ovocitos en la que se activa el receptor M1 a través de una aplicacion de 100 uM de ACh durante 40 s .B) Muestra

la corriente T;, durante los pasos de voltaje indicados en A.
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Consistente con estudios previos (Parker et al. 1985), la respuesta T,

corresponde a una corriente dependiente del Ca®* extracelular (Figura 9).

Figura 9. ca’*-dependencia extracelular de la corriente Ti,. A. Trazos sobre puestos de la respuesta T;, obtenida

en pulsos de 10 mV desde 0 mV hasta -140 mV en tres concentraciones de Ca®: 0, 1.8 y 2.5mM. B. Relacién I/V

representativa de los trazos en A. Estas respuestas fueron obtenidas en ovocitos expresando P2Y8.

Asi mismo esta corriente se inhibié por lantanidos con una ICs para La®**
de 41 + 0.21 nM y para Gd** de 7 + 0.23 pM (Figura 10) con potencia similar a la
que se ha reportado para lantanidos que bloquean canales SOC en otros

estudios (Parker et al. 1985; Putney 2010; Yao & Tsien 1997).
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Figura 10. Bloqueo de la corriente T, por Lantanidos. A. Trazos representativos sobrepuestos que ilustran el

efecto inhibitorio generado por La*" y Gd** en la amplitud de Ti,; el area gris corresponde a la respuesta control generada
en la ausencia de el lantanido, los trazos negros son corrientes obtenidas en presencia de diferentes concentraciones de

La® o0 Gd*. B. Curva dosis-respuesta del efecto inhibitorio de lantanidos como se ilustro en A.

Una vez confirmado que los oligonucledtidos antisentido son efectivos en
la reduccidon de los niveles de proteinas STIM, evaluamos la participacion de
STIM1 en la generacion de T, en ovocitos inyectados 48-72 horas antes con as-
STIM1. También, en paralelo fueron obtenidas preparaciones de membrana total
de estos mismos grupos para ser analizado por Western blot (Figura 5). En
ovocitos control, no inyectados, la aplicacion de SFB 1:1000 gener6 corrientes
Tin con amplitud promedio de 2.5 + 0.28 pA (Figura 11). Sin embargo, en
ovocitos inyectados con as-STIM1, la amplitud promedio de la corriente fue de
0.92 + 0.38 pA, que representd un decremento del 60 = 5.2%. De forma similar,
ovocitos expuestos a 100 pM de ACh (receptores M1) mostraron una

disminucién en la amplitud de la corriente del 70 + 9.7 % en el grupo inyectado
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con as-STIM1. Sin embargo, los ovocitos que expresaban P2Y8 y que fueron
expuestos a 100 uM de ATP mostraron un decremento de tan solo el 20 + 1.4%
en la amplitud de la respuesta Ti,. Dado que la disminucion de T, fue claramente
menos robusta si las respuestas eran generadas a través de receptores P2Y,
probamos un segundo tipo de receptor P2Y con el propdsito de explorar si
existia un efecto similar. Entonces, ovocitos expresando P2Y2 fueron expuestos
a ATP y mostraron una reduccion de 15 * 1.5% en la amplitud de la corriente, un
valor significativamente diferente de los resultados observados con los otros
receptores no purinérgicos, sugiriendo que los receptores difieren en su
habilidad para reclutar STIM1. Ademas, estos resultados parecen indicar que la
eliminacion de STIM1 claramente no causa una pérdida completa de la corriente

Tin, €especialmente si esta es generada a través de receptores P2Y.

Figura 11. silenciamiento de STIM1 por inyeccion de as-STIM1, disminuye diferencialmente Ti,. A. Ovocitos

expresando un GPCR fueron estimulados con su respectivo agonista 100 uM o SFB 1:1000; la amplitud de las corrientes
control se muestran en areas grises, trazos negros sobrepuestos muestran la amplitud de T, en ovocitos inyectados con
as-STIM1.B. La gréafica resume las amplitudes generadas en las diferentes condiciones experimentales ilustradas en A.

Cada barra muestra amplitud promedio (+ESM). *<0.01.
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Para confirmar esta observacion se evaluaron ovocitos co-inyectados con
ambos ARNc tanto para el receptor M1 como, para el receptor P2Y8, en
conjunto con el as-STIM1, a los que llamamaos tri-inyectados (los ovocitos control
fueron Unicamente inyectados con el ARNc de los receptores). En este caso, se
observé una disminucion de 71 + 6.2% en la amplitud de T, cuando los ovocitos
fueron expuestos a ACh (4.9 + 0.28 en ovocitos no inyectados con as-STIM1 y
1.44 + 0.31 pA, en el grupo inyectado con as-STIM1), en cambio, cuando el
mismo ovocito se incubd con ATP, la corriente mostré un decremento del 21 +
2.7% (4.7 £ 0.32 pA 'y 3.7+ 0.12 pA en los grupos control e inyectados con as-
STIM1, respectivamente), confirmando asi, que los receptores purinérgicos son
menos dependientes a la activacion o interaccion con STIM1 en comparacion

con los receptores muscarinicos.

Figura 12. Activacion o interaccion diferencial de los GPCR con STIM1. A. Ovocitos expresando ambos GPCR

fueron estimulados con su respectivo agonista 100 uM; la amplitud de las corrientes control se muestran en areas grises,
trazos negros sobrepuestos muestran la amplitud de T, en ovocitos estimulados con un agonista. B. La grafica resume
las amplitudes generadas en las diferentes condiciones experimentales ilustradas en A. Cada barra muestra amplitud

promedio (+ESM). *<0.01.
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7.5 El silenciamiento de STIM2 inhibe la generacién de la corriente Ti,

A continuacion se evaluo si el silenciamiento de STIM2 afectaba o no la corriente
transitoria activada por los receptores, P2Y, M1 o LPA. Se realizaron
experimentos similares a los descritos previamente pero en este caso inhibiendo
STIM2 con el uso de as-STIM2. A diferencia de lo descrito para el caso de as-
STIM1, el silenciamiento de la proteina enddgena de STIM2 redujo
drasticamente la amplitud de la corriente T, generada por cualquiera de los
receptores que se evaluaron (Figura 13). La amplitud de Tj, se redujo 96 + 6.6%
en ovocitos estimulados con SFB 1.6 + 0.38 YA y en ovocitos inyectados con as-
STIM2 0.15 + 0.05 pA. En el caso de los ovocitos que expresaron receptores M1
la inhibicién de la corriente fue de 96 + 3.6% en donde los ovocitos control (sin
inyeccion de as-STIM1 generaron una amplitud de 3.3. £ 0.19 pA y el grupo
inyectado con el oligonucledtido antisentido generd una corriente promedio de
0.12 £ 0.04 pA. En el caso de los ovocitos con receptores P2Y8 y activados con
ATP los grupos control generaron una corriente Ti, promedio de 3.1 + 0.19 A,
en cambio, el grupo inyectado con as-STIM2 0.22 + 0.03 pA, lo cual es una
inhibicion del 93 £ 7.1%. Finalmente, los ovocitos con receptores P2Y2 e
inyectados con as-STIM2 mostraron una inhibicion del 94 = 8%, en donde el
grupo control genero corrientes de 3.2 + 0.7 pA mientras que el grupo inyectado
con el oligo antisentido generé amplitudes de 0.2 + 0.07 pA. En conclusién, no
se encontraron diferencias en la inhibicion generada por el antisentido entre los

receptores estudiados (Figura 13).
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Figura 13. silenciamiento de STIM2 por la inyeccién de as-STIM2 y su efecto inhibitorio en la corriente T;,. A.

Trazos representativos de la generacion de Ti, a través de GPCR como en Fig. 12, la amplitud de las corrientes control
se muestran en areas grises, trazos negros sobrepuestos muestran la amplitud de T, en ovocitos inyectados con as-
STIM2.B. La grafica resume las amplitudes generadas en las diferentes condiciones experimentales ilustradas en A.

Cada barra muestra amplitud promedio (+ESM). *<0.01.

Como se menciond anteriormente, la disminucion Ty, no parece ser
debida a un desacoplamiento de la magquinaria de IP3/Ca®** dado que las
respuestas losc en todos los grupos experimentales usados no mostraron
diferencia significativa (Figura 7).

Los experimentos control se realizaron con otras secuencias de
oligonucleotidos antisentido, con el objetivo de descartar que la inyeccion per se
presentara efectos no especificos sobre la corriente Ti,. Por ejemplo, as-Cx38 se
ha usado para silenciar los conexones formados por conexinas 38 (Cx38), que

pueden activarse por la perfusion de una solucién Ringer sin Ca®* (Arellano et al.
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1995), esta manipulacion permite un rapido y confiable monitoreo de la
expresion de la conexina. Como se resume en la Figura 14, en ovocitos control
la corriente I nativa fue generada por la perfusién de solucién Ringer sin Ca**
(3.06 = 0.16 pA), en cambio en los ovocitos inyectados con as-Cx38 esta
corriente fue eliminada. Sin embargo, en los ovocitos de estos dos grupos la
amplitud de la corriente Ti, no presento diferencias significativas, sin importar el
tipo de receptor activado; M1 (2.98 + 0.17 pA en el grupo sin as-Cx38 y 2.95 +
0.18 pA en el grupo inyectado con antisentido) y para el caso del receptor P2Y8
(3.14 £ 0.14 pA y 3.15 £ 0.15 PA, respectivamente).

Estos datos indican claramente que la generacion de Ti, en ovocitos de
Xenopus laevis no se ve afectada de manera inespecifica por el silenciamiento

de moléculas enddgenas diferentes a STIM.
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Figura 14. Inyeccién de as-Cx38 no afecta la generacion de Ti,. A. Trazos representativos del efecto de la

inyeccion de as-Cx38 sobre la generacion de Ti, e I, en ovocitos expresando receptores M1 o P2Y8 e inyectados con as-
Cx38. Tiy: en areas grises se muestra la amplitud de la corriente, trazos negros sobrepuestos muestran la amplitud de T,
en ovocitos inyectados con as-Cx38; I.: En trazo negro se muestra la corriente control generada en ovocitos nativos en
presencia de Ringer sin Ca®", en trazos grises el efecto de la inyeccion de as-Cx38 en la amplitud de la corriente I.. B. La
gréfica resume las amplitudes normalizada de las diferentes condiciones experimentales ilustradas en A (as-Cx38/CNT).

Cada barra muestra amplitud promedio (+ESM). *<0.01.

7.6 El anticuerpo COOH-STIM2 incrementa la amplitud de la respuesta Ti,

Los mismos anticuerpos usados en los estudios de Western blot fueron usados
para probar el posible efecto in situ en la generacion de Ti,, ya que la union del
anticuerpo a STIM1 o STIM2 podria afectar potencialmente la funcion de estas
proteinas, si este es el caso los anticuerpos podrian ser utilizados como
herramientas para evaluar la participacion de STIM en respuestas especificas.
Para este propoésito los anticuerpos fueron microinyectados en el

citoplasma del ovocito a una concentracion final de 1:1000. La Figura 15 muestra
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que la aplicacion de ACh en ovocitos precargados con el anticuerpo COOH-
STIM2 resulta en una potenciacion robusta de la respuesta Ti,, incrementando
su amplitud 158 = 25% (2.4 £ 0.34 YA en el grupo control, sin anticuerpo pre-
cargado y 6.2 + 0.86 YA en el grupo con anticuerpo). La inyeccion del anticuerpo
también potencio las respuestas Ti, generadas por aplicacion de SFB que activa
a LPAR, en donde la respuesta aumentd 168 + 30%, y un efecto similar fue
observado en ovocitos estimulados a través de P2Y8 (incremento de 126 + 37%)
y en el caso del receptor P2Y2 (129 + 23%). En contraste, los ovocitos
precargados con el anticuerpo COOH-STIM2 inactivado (incubado 10 min a 70
°C), la potenciacion en la corriente Ti, se elimino completamente. Asi mismo, la
inyeccion de los anticuerpos NH-STIM1 o NH-STIM2 no generd ningun cambio
en la amplitud de la respuesta transitoria comparada con el grupo control no
inyectado, (2.4 + 0.34 pA grupo controly 2.5 £ 0.41 pAy 2.2 £ 0.09 pA, para NH-
STIM1 y NH-STIM2, respectivamente). Otros resultados indican que la
potenciacion de la corriente T, por el anticuerpo COOH-STIM2 fue especifica;
por ejemplo, la inyeccion de anticuerpos contra el receptor P2Y2 no tuvo efecto
alguno sobre la amplitud de la corriente (2.3 £ 0.43 pA y 2.4+ 0.34 PA en los
grupos cargado y no cargado de anticuerpo respectivamente). Todos los
resultados indican claramente que el anticuerpo COOH-STIM2 especificamente

potencia la corriente Ti,, sin importar el receptor estimulado.
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Figura 15. Potenciacién de Tin por inyeccién del anticuerpo COOH-STIM2. A. Respuestas T;, monitoreadas en

dos condiciones-, ovocitos control, CNT no cargados y ovocitos cargados con el anticuerpo COOH-STIM2 (a-cargado).
La corriente fue generada por un GPCR vy la aplicaciéon de su agonista especifico. B. Trazos representativos de ovocitos
expresando M1 y cargados con un anticuerpo inactivo o diferente a A. C. La grafica muestra el resultado el % de

potenciacion de las condiciones ilustradas en Ay B. Las barras representan a-cargado/CNT en %. (*p<0.01).

7.7 Sobre el papel de STIM1 y STIM2 durante la estimulacién prolongada
del receptor

Los experimentos siguientes se disefiaron para explorar la posibilidad de
que las proteinas STIM tuviesen diferentes efectos dependiendo de la duracion
del estimulo que las active. Esta es una pregunta importante dado que existe
informacion que apoya la idea de que STIM1 y STIM2 funcionan de forma
diferencial, dependiendo del tipo de receptor, intensidad del estimulo, y/o grado
del vaciado de los reservorios de Ca®* (Gruszczynska-Biegala et al. 2011; Kar et
al. 2012; Thiel M, Lis A 2013). Los ovocitos que se inyectaron con as-STIM1 o
as-STIM2 y con receptores M1, P2Y8 o P2Y2 se incubaron 1-4 horas en

presencia de 1 uM de sus respectivos agonistas, como se muestra en la Figura
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16. Es importante mencionar que en el caso particular de los receptores P2Y fue
suficiente omitir la incubacion en apirasa (enzima que degrada el ATP
extracelular), permitiendo asi que el ATP liberado de manera enddgena active a
estos receptores (Saldafia et al. 2009). Estos experimentos muestran que la
incubacion prolongada con el agonista genera corrientes Ti, estables,
permaneciendo asi por periodos mas largos de 60 minutos de registro continuo
aun en perfusion continua con solucion RN, presentando su disminucion en la
amplitud tras 120-180 minutos de lavado; asumimos entonces que en esta
condicion la maquinaria SOC se encontraba sobre estimulada, y que el tiempo
que dura activada podria reflejar el tiempo necesario para rellenar los
reservorios. En los ovocitos pre-incubados por periodos largos, la activacion de
GPCR por su agonista produjo una inhibicién transitoria sobre la respuesta Ti,
(Figura 16, trazo b); esta inhibicion es aparentemente independiente de la

expresion de STIM1 o STIM2, y no fue estudiado con detalle en este estudio.
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Figura 16. Activacion de T por estimulacion prolongada. A. El registro ilustra la activaciéon de la corriente por

ovocitos expresando receptor M1, pre-incubado 1-4 h con 1uM de ACh , y monitoreado con los mismos parametros
eléctricos que en Fig. 8.y estimulado con 100 pM de ACh. D. Trazos representativos indicados en A, En este protocolo la
corriente transitoria regularmente estaba activada desde el comienzo del registro, y durante la aplicacion del agonista se

observo una inhibicion (b).

En ovocitos donde el STIM1 fue silenciado, la corriente T, fue activada
por activacion prolongada de P2Y8 con ATP y no mostro diferencia significativa
con los ovocitos control (4.1 £ 0.57 pA y 3.8 £ 0.41 pA, respectivamente).
Resultados similares se obtuvieron en ovocitos expresando receptores P2Y2
(4.2 £ 0.43 pA 'y 3.9 + 0.27 pA en ovocitos inyectados con as-STIM1 y control,
respectivamente), incluso con la estimulacion prolongada del receptor M1 con 1

MM de ACh la corriente Ti, en ovocitos inyectados con as-STIM1 generé una
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amplitud promedio de 2.25 + 0.62 pA y en ovocitos no inyectados con el
antisentido 2.35 + 0.34 pA. Estos resultados claramente contrastan con los
resultados obtenidos usando una estimulacion puntual. En ovocitos inyectados
con as-STIM2 y expresando uno de los receptores purinérgicos o el M1, la
corriente Tin no fue generada, sugiriendo fuertemente que STIM2 en el ovocito
fue esencial para generar esta respuesta eléctrica en el protocolo de

estimulacion puntual y prolongada.

7.8 Proceso de maduracién y proteinas STIM

Durante el proceso de maduracion, elementos moleculares que controlan y
regulan la dindmica intracelular de Ca?* en ovocitos de Xenopus sufren una
reconfiguracion; este fenomeno ha sido observado en diferentes especies,
incluso cambios similares se observan durante la mitosis (Machaca & Haun
2002; Preston et al. 1991). Dada la importancia de dichos eventos para el control
del ciclo celular, resulta relevante investigar si el silenciamiento de las proteinas
STIM afectan el proceso de maduracion. Asi, lotes de ovocitos fueron inyectados
con as-STIM1 o as-STIM2 y tras 48-72 horas se incubaron con 10 uM de
progesterona en solucion BN.

La maduracion del ovocito fue monitoreada a través del rompimiento de la
vesicula germinal o GVBD, esto es evidenciado por, la aparicion de un punto
blanco en el polo animal después de 8 a 12 h en presencia de la progesterona.
Posteriormente la GVBD fue confirmada a través de la observacion directa de la

falta de la vesicula germinal. El numero de ovocitos con GVBD se comparo para
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cada uno de los grupos inyectados con los oligos antisentido, con la observada
en ovocitos no inyectados, ademas se monitored otro grupo control de ovocitos
qgue no fueron tratados con progesterona. Como se observa en la Figura 17,
ovocitos inyectados con as-STIM1 no mostraron efecto sobre la eficiencia de la
maduracién, en cambio el silenciamiento de STIM2 produjo una potente
inhibicion del proceso de maduracion. Aunque los ovocitos inyectados con as-
STIM2 no mostraron GVBD, en algunos casos mostraron un cambio atipico en la
coloraciéon del polo animal del ovocito; comunmente observado como un anillo
claro cubriendo la mitad del diametro del polo animal. La falta de GVBD en
ovocitos inyectados con as-STIM2 parece indicar la deficiencia para entrar en
fase de meiosis o0 bien un proceso de maduracion incompleto; esta interpretacion
fue apoyado por el monitoreo de parametros electrofisiologicos en todos los
grupos experimentales. Se sabe que el proceso de maduracion genera
disminucién en el potencial de reposo de la membrana, incremento en la
resistencia, asi como una regulacion a la baja de las respuestas endogenas tales
como la respuesta oscilatoria de CI" dependiente de Ca** o la respuesta I
(Kusano et al. 1982; Arellano et al. 1995).

Como se ilustra en la figura 18, los parametros eléctricos del grupo
inyectado con as-STIM2 (tratado con progesterona) fueron diferentes de
aguellos observados en el grupo inyectado con as-STIM1 y grupo control, adn

cuando estos dos ultimos grupos se incubaron por el mismo periodo de tiempo.
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Figura 17. Efecto de la inyeccion de as-STIM en GVBD y parametros de la membrana celular durante la

maduracién inducida por progesterona en ovocitos. A. Andlisis del proceso de maduracion inducida por progesterona
en ovocitos, no inyectados con un as-STIM comparado con ovocitos control sin incubacion en la hormona. La maduracion
fue registrada por la cuantificacion de la GVBD. B. Potencial de membrana en reposo monitoreado tras 8-12 h en
incubacién con progesterona . C. La resistencia de entrada en la membrana (Re) se calculo en un rango de -80 a -20 mV
en los diferentes grupos experimentales . los grupos control sin progesterona incluyen ambos grupos no inyectados con

as-STIM. (*p<0.01).

En conjunto, estos resultados muestran que en los ovocitos donde la
proteina STIM2 se inhibid, el proceso de maduracion es interrumpido. Este
efecto de la inyeccién de as-STIM2 no parece requerir influjp de Ca*
extracelular durante el proceso, ya que experimentos control mostraron que el
inicio de la meiosis no requiere Ca** extracelular (datos no mostrados), esta
tltima observacion confirmé datos presentados en estudios previos (Sun &

Machaca 2004).
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8.Discusion

Cuando se libera el Ca?* desde reservorios intracelulares como el RE, las
proteinas STIM son activadas al ser translocadas y oligomerizadas en uniones
formadas entre el RE y la membrana plasmatica, en donde se unen y activan a
canales altamente selectivos a Ca®" formados por subunidades Orai que
permiten el influjo del cation (Cahalan 2009; Rothberg et al. 2013). El principal
iniciador de este fenémeno es la disminucién de Ca** en el lumen del RE, sin
embargo, existe evidencia indicando que la isoforma STIM2 puede ser capaz de
mantener una activacion basal de los canales Orai sin una liberacion a priori de
Ca?*, regulando asi la concentracion del catién en el citoplasma (Brandman et al.
2007; Hoth & Niemeyer 2013). El nivel de expresion de STIM1 y/o STIM2
pareciera depender del tipo celular, y tal vez del estado patofisiologico. Aqui
mostramos que los ovocitos de Xenopus expresan ambas STIM, esto también se
ha reportado para otros tipos celulares tales como las células T (Oh-Hora et al.
2008), los mioblastos (Darbellay et al. 2010), el musculo esquelético y el higado
(Berna-Erro et al. 2009). Técnicas de silenciamiento y sobre expresion se han
utilizado en diversos estudios con el propadsito de distinguir los papeles de STIM1
y STIM2 en numerosos tipos celulares. La inyeccion de oligonucledtidos
antisentido para cada una de las proteinas STIM se eligio en este estudio por la
facilidad de uso y la eliminacion de los efectos inespecificos. Las secuencias
antisentido fueron disefiadas contra la regién del codon de inicio AUG, esta

estrategia ha sido utilizada con anterioridad (Hulstrand et al. 2010). De hecho, el
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efecto de la inyeccidn sobre la expresion de STIM se demostré cuantificando
ambos ARNm y la expresion proteica por técnicas tales como RT-PCR vy
Western blot, respectivamente. Entonces, este analisis muestra que en ovocitos
inyectados con las secuencias de oligos antisentido para STIM1 y STIM2, su
expresion es inhibida. Este efecto de los oligos antisentido no fue afectado por la
co-expresion con GPCR, usados aqui experimentalmente para estimular la
liberacién de Ca*" a través de la activacion de una via endégena. También, se
mostré que el silenciamiento de las proteinas STIM no afecto el incremento de
IP; o la subsecuente liberacion de Ca?*, como lo muestra la amplitud de las
respuestas oscilatorias evocadas al inicio de cada experimento con la aplicacion
aguda del agonista respectivo.

Los ovocitos inyectados con cualquiera de los oligos antisentido se
evaluaron para analizar su habilidad de generar la corriente Ti, usando los dos
protocolos descritos para la estimulacion. En el primero, la aplicacion aguda del
agonista produjo una corriente oscilatoria tipica; seguida de la generacion de la
corriente transitoria que declind en 680 a 800 s. En el segundo protocolo, de
estimulacion prolongada (1-4 horas) con 1 uM del agonista, dio como resultado
respuestas eléctricas Ty, que permanecian activas 60-180 min, incluso en
perfusion constante de la solucion RN. Una posible explicacion para este cambio
en la cinética de la corriente es que la estimulacién prolongada produjo una
fuerte activacion del mecanismo SOCE, probablemente debido a un decremento
pronunciado de la concentracién de Ca?* en el RE. Ambos protocolos se

aplicaron en ovocitos inyectados con uno de los antisentidos para el
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silenciamiento de uno u otro de los STIM. Los resultados claramente indican que
el silenciamiento de STIM2 produjo una disminucion pronunciada en la
generacion de Ti,, ya que la inhibicion fue entre 93 — 100% en ambos protocolos
de estimulacién, indicando que STIM2 es indispensable en la generacion de Ti,.
No obstante, la eliminacion de STIM1 provoco una menor pero
significativa disminucion en la generacion de T;,, como se observo con el
protocolo de aplicacion aguda de agonista, indicando que STIM2 por si mismo
no fue capaz de mantener la activacion completa de Ti, durante la aplicacion
aguda de agonista; sugiriendo una necesaria asociacion de STIM2 con STIM1
para activar la respuesta. También se observo, que el requerimiento de STIM1
fue dependiente del tipo de receptor estimulado: la activacion de esta proteina
parece entonces ser mayor durante la estimulacion de M1 o LPAR, mientras que
con la activacion de receptores P2Y claramente es menor. Este efecto no puede
ser explicado por las amplitudes de las corrientes l,sc generadas por los
agonistas, ya que ACh o LPA fueron menos efectivos en generar la respuesta
comparado con los receptores P2Y, y también porque ambos agonistas
mostraron patrones similares en la disminucion de Tj,. Este resultado podria
indicar algun tipo de especificidad molecular, tal vez propiedades intrinsecas de
las moléculas involucradas o como consecuencia de una expresion y
localizacion diferencial en el ovocito. La insercion diferencial de diversas
proteinas expresadas en la membrana del ovocito ha sido demostrada;
entonces, los dominios membranales con mayor expresion de STIM2 en

conjunto con los receptores P2Y es una posible explicacion.
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Una funcion principal de STIM2 en la generacion de SOCE se ha
mostrado previamente en algunos tipos celulares tales como neuronas (Berna-
Erro et al. 2009) y en las células dendriticas (Bandyopadhyay et al. 2010b); sin
embargo, no hay evidencia que indique que la expresion de STIM1 pueda o no
afectar la respuesta enddgena en estos casos. Por ejemplo, se ha mostrado la
participacion esencial de STIM2 en la activacion de SOCE en espinas
dendriticas, y que ésta no se restablece por la sobreexpresion de STIM1 (Sun et
al. 2014). Estos efectos podrian deberse a la sensibilidad diferencial a Ca** entre
los STIM y/o la localizacion subcelular de estas proteinas. Por ejemplo, en otros
sistemas celulares, se ha postulado la coparticipacion o complementariedad de
las proteinas STIM (Gruszczynska-Biegala et al. 2011; Kar et al. 2012). En este
ultimo caso, la activacion diferencial de STIM1 se mostr6 como resultado de la
estimulacion de diferentes receptores membranales; en células RBL-1, por
ejemplo, los agonistas generan el reclutamiento diferencial de las proteinas
STIM, las oscilaciones de Ca?* del receptor CysLTR1 fueron mantenidas
exclusivamente por STIM1, en cambio el receptor RTK-FCeR 1 requirid de
ambos STIM (Kar et al. 2012). Finalmente, cuando los ovocitos fueron
estimulados usando el protocolo de estimulacién prologada, el silenciamiento de
STIM1 no tuvo efecto alguno sobre la corriente, indicando que en este caso Tj,
fue activada unicamente por STIM2. El papel primordial de STIM2 es apoyado
por los resultados, tal como el incremento del 100% en la amplitud de la
corriente T, por la inyeccion del anticuerpo de STIM2 (COOH-STIM2), de forma

independientemente al agonista usado para generar la respuesta Tin.
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Este efecto potenciador del anticuerpo COOH-STIM2 sobre la corriente
podria indicar que la fuerza de interaccion entre Orai y STIM2 puede ser
regulada, tanto positiva como negativamente, a través de un sitio que es
afectado por el anticuerpo, confirmando de forma indirecta el papel principal de
STIM2 durante la generacion de Ti,. De acuerdo a lo esperado por la disposicion
estructural de STIM, los dos anticuerpos que reconocen dominios cercanos al
extremo amino (NH-STIM2 y NH-STIM1), no tuvieron efecto sobre la respuesta
Tin.

Se sabe que la regidén carboxilo terminal, en ambos STIM, contiene el
dominio responsable de interactuar y activar el canal SOC formado por Orai
(SOAR) (Cahalan 2009). Un dominio que normalmente inhibe la interaccion de
STIM2-Orai, o tal vez un sitio directo sobre Orai podria ser afectado por el
anticuerpo debido a la proximidad que se da entre estas dos moléculas para
formar el canal SOC; como por ejemplo, el sitio regulador descrito para
calmodulina en la subunidad Orai (Mullins et al. 2009). Dado que una vez
activada Ti,, la inyeccion del anticuerpo no tiene efecto sobre la corriente podria
indicar que el sitio de reconocimiento del anticuerpo COOH-STM2 solo esta
disponible cuando la proteina STIM2 esta en configuracion no activa, es decir
antes de su oligomerizacion o interaccion con Orai. Seria interesante elucidar si
COOH-STIMZ2 es efectiva potenciando canales SOC en otros tipos celulares o si
el efecto es especie-especifico.

Se observé un efecto inhibitorio significativo en el proceso de maduracion

en los ovocitos sin proteina STIM2. Esto sugiere la participacion de STIM2
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durante la maduracion o la preparacion para la maduracion, ya que su
silenciamiento elimina el proceso de la GVBD. Una vez mas, este resultado
contrasta con los datos de los ovocitos sin STIM1, en donde la maduracion se
mantuvo similar al grupo control de ovocitos. En otros trabajos se ha mostrado
que la funcion de STIM1 es regulada a la baja durante el proceso de
maduracioén, lo cual contribuye a la eliminacion de la respuesta SOCE en este
modelo celular (El-Jouni et al. 2005; Machaca & Haun 2002; Yu et al. 2009); una
condicion similar se ha reportado en ovocito de mamiferos (Cheon et al. 2013),
aunque este fendmeno sigue siendo controversial (Gomez-Fernandez et al.
2011). Actualmente, no hay informacidon sobre lo que sucede con la
sobreexpresion o la eliminacion de STIM2 durante el proceso de maduracion en
el ovocito de rana o mamifero, ya que los estudios se han enfocado en el papel
de STIM1. Sin embargo, se sabe que el ovocito de raton expresa STIM2 en el
RE, durante la maduracion STIM2 se re-configura desde una localizacion
homogénea a una mas cercana al huso meidtico, sugiriendo un papel durante
este proceso (Miao & Williams 2012). En la rana, es posible que el efecto
inhibitorio de la eliminacion de STIM2 no estuviera relacionado con su papel en
la activacion de SOCE, pues el inicio de la meiosis en Xenopus no requiere el
influjo de Ca®" (Petersen & Berridge 1994).

En resumen, el papel de STIM2 en el ovocito es fundamental para la
respuesta endogena SOC generada durante Ti;, aunque su asociacion con
STIM1 parece ser necesaria para la generacion completa de la respuesta. De

forma relevante, la participacion de STIM1 mostré ser dependiente del receptor
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activado, una observacion que indica especificidad molecular, tal vez
intrinsecamente a las moléculas involucradas o como una consecuencia de su
expresion diferencial o localizacion en la membrana, obviamente entre muchas
otras opciones. Tanto el mecanismo de este fendmeno como el de dependencia
para inicio de la meiosis durante el silenciamiento de STIM2, son preguntas
fundamentales que permanecen abiertas y podrian ayudar en el entendimiento
sobre la funcion de STIM en el ovocito de Xenopus y otros tipos celulares.
Estudios mas detallados seran requeridos para caracterizar el nivel al cual la
ausencia de STIM2 afecta la maduracion, asi como para determinar si esta
ausencia tendria mas implicaciones generales en otras especies asi como en

meiosis y mitosis.
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9. Conclusiones

Empleando técnicas electrofisioldgicas y bioquimicas, abordamos el estudio del
silenciamiento de proteinas STIM enddgenas en ovocitos de Xenopus laevis,
particularmente sobre dos repuestas, la activacion de SOCE evaluada a través
de la generacion de la respuesta transitoria Ty, y el proceso de maduracion
inducido por progesterona. Donde encontramos:

1) Ambas proteinas STIM1 y STIM2 son enddgenamente expresadas en el
ovocito de Xenopus laevis.

2) la inyeccion de los oligonucleétidos antisentido de STIM1 y STIM2 silencian la
expresion del ARNm y la proteina correspondiente.

3) El silenciamiento de STIM1 y STIM2 no parece afectar la maquinaria de
sefializacion o liberacién de Ca?* responsable de la generacién de las
respuestas oscilatorias de Ca* del ovocito.

4) STIM2, pero no STIM1, mostro ser fundamental para la generacion de Ti,
esta observacion fue constante en ambos protocolos de activacion de Ti,, tanto
en estimulacion aguda como una estimulacion prolongada.

5) El silenciamiento de STIM2 impide el proceso de maduracion inducido via
progesterona, mientras que la eliminacion de STIM1 no afecta este proceso.

6) Un anticuerpo que reconoce la COOH terminal de STIM2 mostro un efecto

potenciador sobre la amplitud de la corriente Ti,.
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Abstract

Background: The Xenopus oocyte is a useful cell model to study Ca** homeostasis and cell cycle regulation, two
highly interrelated processes. Here, we used antisense oligonucleotides to investigate the role in the oocyte of
stromal interaction molecule (STIM) proteins that are fundamental elements of the store-operated calcium-entry
(SOCE) phenomenon, as they are both sensors for Ca®* concentration in the intracellular reservoirs as well as activators
of the membrane channels that allow Ca’* influx.

Results: Endogenous STIM1T and STIM2 expression was demonstrated, and their synthesis was knocked down 48-72 h
after injecting oocytes with specific antisense sequences. Selective elimination of their mRNA and protein expression
was confirmed by PCR and Western blot analysis, and we then evaluated the effect of their absence on two
endogenous responses: the opening of SOC channels elicited by G protein-coupled receptor (GPCR)-activated
Ca’" release, and the process of maturation stimulated by progesterone. Activation of SOC channels was
monitored electrically by measuring the T;, response, a Ca’*-influx-dependent CI~ current, while maturation
was assessed by germinal vesicle breakdown (GVBD) scoring and electrophysiology.

Conclusions: It was found that STIM2, but not STIM1, was essential in both responses, and T;, currents and
GVBD were strongly reduced or eliminated in cells devoid of STIM2; STIM1 knockdown had no effect on the
maturation process, but it reduced the T;, response by 15 to 70%. Thus, the endogenous SOCE response in
Xenopus oocytes depended mainly on STIM2, and its expression was necessary for entry into meiosis induced by

progesterone.

Keywords: SOCE, STIM1, STIM2, Xenopus oocyte, Ca“—entry, Maturation

Background

For approximately three decades, the Xenopus oocyte
has been a useful cell model to determine the underlying
mechanisms responsible for the increase of the cytoplas-
mic Ca®* concentration through its release from intracel-
lular reservoirs [1,2] and by calcium influx either through
Ca**-dependent voltage-dependent channels or via store-
operated Ca®* (SOC) channels [3-5]. The latter results
from the activation of the phenomenon known as store-
operated Ca®" entry (SOCE), which allows the replen-
ishment of emptied reservoirs [5] after the stimulation
of Ca®" release through IPs/diacylglycerol synthesis by
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phospholipase C (PLC). Release of Ca>* from intracellu-
lar reservoirs and SOCE activation are common re-
sponses in the Xenopus oocytes since they endogenously
express the machinery that activates PLC by stimulating
endogenous G protein-coupled receptors (GPCR); cyto-
plasmic Ca**-increase, through either release or influx,
opens Ca>*-dependent CI~ channels in the oocyte mem-
brane generating conspicuous current responses [6]. SOCE
activation in the membrane of the Xenopus oocyte was
first detected by measuring the transient inward (7},)
current response [6] after Ca®" release in the oocyte.
The T, response is generated by hyperpolarizing steps,
and is mainly due to the Ca**-influx that subsequently
opens Ca®"-dependent Cl~ channels; this membrane re-
sponse has been used as a reliable monitor of SOC channel
activation [3,7].

© 2014 Serrano-Flores et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
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The SOCE current is most likely driven through
Ca**-permeable channels formed by Orai, a channel acti-
vated by association with the stromal interaction molecule
(STIM) [8], a protein that is localized mainly in the endo-
plasmic reticulum (ER) membrane and that senses the Ca**
concentration in its lumen [9]. Although transcripts for
endogenous Orai and STIM molecules have been reported
in the oocyte [10], the role for the different types and iso-
forms of these proteins and their relation with endogen-
ous responses in the oocyte have not been thoroughly
studied; these issues are of interest given that the roles
for the different SOC molecular elements are also in-
completely understood, and their study in a well-known
model such as the Xenopus oocyte might reveal import-
ant information.

Two STIM proteins, STIM1 and STIM?2, are expressed
in eukaryotic cells [11]. A different role for each of them
has been proposed; for example, the ER Ca®* content
must be greatly reduced in order to activate STIM1 pro-
tein, while the more Ca®*-sensitive STIM2 seems to re-
quire only a slight reduction in ER Ca®* concentration
[12-14]. It has been proposed that STIM2 participates
in maintaining the cytoplasmic Ca** concentration [12-15].
Although the fundamental role of STIMI in activating
SOCE has been demonstrated in several cell types [16-18],
other information indicates that STIM2 is the main pro-
tein involved in SOCE generation in neurons, dendritic
cells, and mammary epithelial cells [19-21]. Thus, it is
plausible that the specific functions of STIM1 and STIM2
depend on the cell type, their relative rates of expression,
and other factors such as interactions among them or with
regulatory proteins.

It has also been shown that during maturation, the
Ca®*-signaling pathway in the oocyte is significantly
reconfigured, probably as part of the mechanism that
prepares the gamete for fertilization and subsequent
embryonic development. This reconfiguration includes
Orail channels and STIM1, which are regulated during
maturation thus eliminating the SOCE response [22-25].
Due to the importance of this phenomenon for cell cycle
control in general, it is also of interest to explore the effects
on oocyte maturation of altered STIM expression [26,27].

In the present study, we specifically knocked down
STIM1 or STIM2 in the Xenopus oocyte to analyze the
effect on two endogenous phenomena, the generation
of the Tj, current response (i.e., SOC channel activation)
and the maturation process. We found that STIM2 ex-
pression was essential in both phenomena, while STIM1
expression was not.

Methods

Cell preparation

Xenopus laevis frogs were obtained from Xenopus I
(Ann Arbor, MI, USA). Ovary lobules [28] were surgically

Page 2 of 12

removed under sterile conditions from frogs that had been
anaesthetized using 0.1% aminobenzoic acid ethyl ester
and rendered hypothermic. After surgery, frogs were su-
tured and allowed to recover from anesthesia. Frogs were
maintained for 3-7 days in individual tanks until healing
was complete; they were then housed in larger groups,
and no further oocytes were taken from them for at least
2 months. Procedures were approved by the institutional
animal committees (INB-UNAM). The lobules were placed
in sterile Barth’s solution containing (in mM): 88 NaCl, 1
KCl, 2.4 NaHCO3, 0.33 Ca(NOs),, 0.41 CaCl,, 0.82 MgSO,,
and 5 HEPES, with 75 pg/ml gentamicin and adjusted to
pH 7.4. Studies were carried out using oocytes at stage VI
[29] dissected from the ovaries and defolliculated by colla-
genase (1 mg/ml) treatment at room temperature for
30 min in normal frog Ringer’s solution (NR, containing
in mM: 115 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCl,, 5 Hepes, pH 7.0).
After washing, the oocytes were stored at 18°C in sterile
Barth’s solution, and electrical recordings were performed
over a period of 2—4 days in either uninjected oocytes or
in those injected with cRNA for specific receptors and/or
with antisense oligonucleotide to knock down specific
proteins.

Reverse transcription polymerase chain reactions
Total RNA from the oocytes was purified using Trizol
Reagent (Life Technologies). First-strand cDNA was syn-
thesized using 2 pg of DNase-treated RNA as template
and 1 pg of oligo (dT), 0.25 pg random hexamers, and re-
verse transcriptase. The cDNA was used as template in a
polymerase chain reaction to amplify cDNA fragments for
stiml and stim2, and the ribosomal protein S2 (rps2) was
used as a control. All the PCR programs started at 95°C
for 2 min. The amplification in the 35 cycles consisted in
45 s at 95°C, 40 s at 55°C, and 35 s at 72°C, and a final
extension at 72°C for 5 min. The sequences of oligonucle-
otides used were: stiml, forward, 5-CGACGAGTTTCT-
CAGGGAAG-3' and reverse, 5-CTTCATGTGGTCCTC
GGAGT-3}; stim2, forward, 5-CCAGCCTTGAGGCAAT
ATGT-3' and reverse, 5"GCAACCTCCAACTCCGATT
A-3% rps2, forward, 5-TGGTAACAGGGGAGGTTTCC
GC-3' and reverse, 5-ATACCAGCCATCATGAGCAGC-3.
The amplified products were isolated, purified (QIAEX
II, QIAGEN, Hilden, Germany), and subcloned into the
pJET 1.2 vector (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA). Finally, their nucleotide sequences were confirmed
by Sanger sequencing (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems).

Western blot

Protein expression was assessed by Western blot in either
control oocytes or in those injected with as-STIM1 or as-
STIM2. For each group, 10 oocytes were homogenized
72 h post-injection in a buffer containing (in mM): 20
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Tris—-HCI pH 7.6, 1 EDTA pH 8, 80 sucrose, and 1X
complete mini protease inhibitor (Hoffmann-La Roche,
Switzerland). Then samples were centrifuged at 4°C and
500 rpm for 5 min, at 3500 rpm for 10 min, and at
14,000 rpm for 20 min. Subsequently, the final pellets
were resuspended in 50 pl of buffer containing (in mM):
50 Tris—HCI pH 7.6, 1 EDTA pH 8, 100 NaCl, 100 MgCl,,
and 1X complete mini protease inhibitor. Total membrane
protein concentration was quantified with a Bradford
assay. For electrophoresis, samples (1.5 pg per lane) were
fractionated in a 10% SDS-polyacrylamide gel and trans-
ferred to a nitrocellulose membrane (BioRad, Hercules,
CA, USA). Membranes were blocked for 1 h at room
temperature in TBS-T solution (in mM): 150 NaCl, 20
Tris, pH 7.4, and 0.1% Tween 20, containing 5% nonfat
dry milk and then incubated overnight at 4°C with a
1:1000 dilution of rabbit primary antibody. The antibody
denoted NH-STIM1 (Alomone, Jerusalem, Israel) was
directed against a region of the amino-terminus of the
STIM1 protein, and the antibodies denoted NH-STIM2
(Alomone, Jerusalem, Israel) and COOH-STIM2 (ProSci
Inc,, Poway CA, USA) were against the amino and car-
boxy termini, respectively, of STIM2. Western blot ana-
lysis was also used to detect SERCA2 expression, used as
a loading control (antibody from Cell Signaling Technology
Inc. Danvers, MA, USA). After incubation, the membranes
were washed with TBS-T and incubated for 45 min at
room temperature with HRP-conjugated goat anti-rabbit
antibody (Life Technologies) in TBS-T. The immunoreac-
tive proteins were detected by chemiluminescence, and
analyzed with Image] Software (NIH, USA); the results
were normalized against the control condition and
expressed in optical density units. To analyze loading
controls such as SERCA2, the same membranes used
to detect STIM proteins were incubated for 30 min in
striping solution (in mM): 50 Tris pH 6.8, 100 -
mercaptoethanol, and 2% SDS at 55°C and then washed
twice with TBS-T. Then the membranes were treated
with a primary antibody against the SERCA2 protein
and finally with an HRP-conjugated goat anti-rabbit
antibody (Life Technologies) in TBS-T and quantified
as above.

Expression of purinergic and muscarinic receptors and
transcript knockdown using antisense oligonucleotides in
Xenopus laevis oocytes

In order to express the desired membrane receptors, cDNA
coding for P2Y2, P2Y8, or M1 receptors were cloned into
the plasmid pEXENEX1 and linearized with Sall or HindIII,
then purified and transcribed to capped RNA with T7
polymerase using the mMESSAGE mMACHINE kit (Life
Technologies CA, USA). Oocytes were injected with
25-50 ng of the respective cRNA (1 ng/nl). For puriner-
gic receptors the P2Y8 Xenopus laevis [cDNA clone

Page 3 of 12

MGC: 52559, Source BioScience Nottingham, UK], and
the P2Y2 Xenopus tropicalis [cDNA clone IMAGE
5383884, ATCC Manassas, USA] subtypes were used,
and for muscarinic receptors, the M1 subtype [human
¢DNA Clone ID IOH56940 (Life Technologies CA, USA)].
Another group was injected with 25-50 nl of H,O for
control experiments.

The antisense sequences were designed to target the
initiation translation region, a strategy that has been suc-
cessfully used in several experimental protocols; antisense
oligonucleotide strongly inhibits mRNA expression via an
RNAse-H-dependent mechanism [30].

Expression of endogenous STIM1 or STIM2 was
knocked down by the injection of 25-50 ng of anti-
sense oligonucleotides with the following sequences:
for antisense oligonucleotide STIM1 (as-STIM1), 5’-A
TAGCAGAGTCCGACACCAAAGCATTCCGC-3’, and
for antisense oligonucleotide STIM2 (as-STIM2), 5°-TCC
TCTTCTTCTTTCTCCCGTTCATGGCTG-3". Control
experiments for antisense oligonucleotides were performed
injecting (50 ng per oocyte) scrambled sequences for both
as-STIM, and a second control for antisense oligonuleotide
injection (as-Cx38) was made knocking down the ex-
pression of connexin 38 (Cx38) which was monitored
measuring the I, current in Ca*-free Ringer solution [28],
the sequence for as-Cx38 was: 5'-GCTTTAGTAATTCC
CATCCTGCCATGTTTC-3". In general, after injection,
oocytes were incubated at 18°C in Barth’s solution, and
the effects of these procedures on protein expression and
current responses were examined by biochemical
and electrophysiological methods. Unless otherwise
stated, groups of injected oocytes that were induced to
express purinergic receptors were incubated in Barth’s
solution containing 5 U/ml apyrase to hydrolyze the
ATP that is released from the oocyte into the medium,
thus avoiding stimulation of purinergic receptors dur-
ing the incubation period [31].

Electrophysiology

Oocyte membrane currents were monitored using the
two-electrode voltage-clamp technique. The cells were
continuously superfused (10 ml/min) with NR solution
and held at -10 mV. Voltage steps to —100 mV with a
duration of 4 s were applied every 40 s to activate the
Ti, current response, and the oocytes were stimulated
for 120 s (acute protocol stimulation) with one of the ago-
nists (100 uM ATP or ACh, or a 1:1000 dilution of FBS)
added to the bath solution. For long-lasting stimulation,
GPCR-expressing oocytes were incubated for 1-4 h with
1 uM agonist, and P2Y8- or P2Y2-expressing oocytes were
incubated in medium devoid of apyrase; in this condition,
endogenously released ATP activated the receptors in
most cases.
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Intra-oocyte injection of antibodies during electro-
physiological recording was achieved by pneumatic pres-
sure ejection from a third micropipette [32]. The injection
micropipette was loaded with antibody dissolved in 5 mM
HEPES, adjusted to pH 7.0 with KOH.

Oocyte maturation assays

Maturation studies were carried out on batches of 15-25
defolliculated oocytes, stage VI, incubated in 2 ml of Barth’s
solution plus 10 pM progesterone. GVBD was scored
by white-spot formation and confirmed by cutting the
oocytes through the equator after incubating them in hot
NR for 1 min [32]. Maturation was analyzed in groups of
oocytes that had been injected 72 h earlier with as-STIM1
or as-STIM2, and they were compared with uninjected
oocytes or those injected with H,O. Electrical properties
of oocytes from the different groups were analyzed after
9-12 h in the presence of progesterone.

Reagents
ATP, ACh, apyrase, collagenase type I, progesterone, FBS, and
all salts were from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA).

Statistical analysis

All data are expressed as mean + SEM of at least 10-15
oocytes from three different frogs for each condition.
Statistical analysis was performed using the Igor Pro
Wavemetrics, Inc. software through analysis of variance
(ANOVA). The means of two different experimental groups
were compared using a Student’s t-test. Differences were
considered to be significant at p <0.01.

Results

Expression of endogenous STIM1 and STIM2 in Xenopus
oocytes

Expression of RNA transcripts stiml and stim2 was deter-
mined in oocytes using RT-PCR. In RNA samples from
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control (non-injected) oocytes (Figure 1A) the use of
oligonucleotide primers for stimlI resulted in an amplicon
of 463 bp, while stim2 primers amplified a fragment of
494 bp. Both had the expected size for the corresponding
transcript, and the amplified fragments were then cloned
into the pJET 1.2 vector, sequenced, and analyzed using
BLAST. The sequences obtained were highly homologous
to those reported for stiml (99%) from Xenopus lae-
vis [GenBank: NM_001097037.1] and for stim2 (90%)
from Xenopus tropicalis [GenBank: XM_004916759.1]
(Additional file 1). Control amplifications without RT
or without a ¢cDNA template did not produce any PCR
products (Figure 1A). Groups of oocytes that had been
injected 48-72 h earlier with either the as-STIM1 or the
as-STIM2 oligonucleotide sequences showed a dramatic
decrease in the corresponding transcripts.

To determine whether the injection of antisense oligo-
nucleotides induced a parallel reduction in level of STIM1
and STIM2 proteins, these were evaluated using Western
blot analysis with specific antibodies (Figures 1 and 2). As
expected, NH-STIM1 detected a band above 75 KDa in
total membrane fractions from control oocytes, and from
the mouse brain (Figure 1B) [33,34]. Then, a group of oo-
cytes injected with as-STIM1 was tested; as illustrated in
Figure 1C, antisense-injected oocytes showed a significant
STIM1 decrease compared to the control group.

Similarly, STIM2 was detected using two distinct anti-
bodies, COOH-STIM2 (Figures 1B-C) and NH-STIM2,
which revealed STIM2 as a band about 100 KDa, in both
the total membrane preparation of control oocytes and in
total protein from mouse brain, in agreement with previous
reports [12,21]. Western blot analysis in oocytes injected
with as-STIM2 indicated that antisense produced a large
decrease in the amount of STIM2 as compared to control
oocytes (Figure 1C).

These results showed that the antisense sequences used
specifically decreased the endogenous transcripts for

cases 10 oocytes per condition).

Figure 1 STIM expression in the Xenopus oocyte and its downregulation by as-STIM injection. A) shows the RT-PCR amplification of products
that corresponded to the size expected for either stim1 or stim2 in native oocytes (CNT); the corresponding amplicons were absent in oocytes
from the same batch that had been injected with either as-STIM1 or as-STIM2 48 h before the assay. The rps2 amplicon indicates the reaction
efficiency, and -RT and H,O lanes correspond to negative controls, either RNA without RT, or to the reaction mix without a cDNA template,
respectively. B) STIM1 and STIM2 were identified by Western blot analysis in protein extracts from oocytes (Oo) or mouse brain (MB, positive
control) using either NH-STIM1 (left panel) or COOH-STIM2 (right panel) as antibody. C) A similar analysis as in B was made for batches of oocytes
injected with H,0 as control (CNT), or with as-STIM1 or as-STIM2 48 h before the protein extraction, in which cases proteins were eliminated. (in all
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Figure 2 Knockdown of STIM expression in oocytes co-injected with GPCR mRNA. A) RT-PCR amplification of stimT, stim2, or rps2 in batches
of oocytes injected with H,O (CNT) or with cRNA (50 ng per oocyte) coding for either P2Y8 or M1 GPCR. In oocytes co-injected with as-STIM1 or
as-STIM2 (50 ng per oocyte) together with P2Y8 or M1 cRNA, the corresponding STIM amplicon was downregulated. Control reactions illustrate
specificity; rps2 amplicons are positive controls, and -RT and H,O lanes show negative controls. B) Similar groups of oocytes as in A) were assayed
using the Western blot technique; in this case oocytes from the same donor injected with one GPCR mRNA (P2Y8 or M1) alone, or co-injected
with as-STIM1, were tested with NH-STIM1, while as-STIM2-injected oocytes were probed with COOH-STIM2. In both as-STIM groups SERCA was
used as gel-loading control. €) The graph shows the densitometric analysis of bands, summarizing the results obtained in different preparations
of 10 oocytes per group and repeated in 3-5 frogs. Both PCR products and bands detected by Western blot (WB) were analyzed for batches of
oocytes injected with H,O (CNT) or with either 50 ng as-STIM1 or as-STIM2 alone (native group). Similar analysis was made for batches of control
oocytes injected with P2Y8 or M1 cRNA alone, and oocytes from the same frogs co-injected with either as-STIM or as-STIM together
with the GPCR cRNA. Optical density units (ODU) for each band were normalized against the value obtained in the corresponding CNT

conditions (*p <0.01).

stim1 or stim2, with a concomitant depletion of STIM1
and STIM2 proteins.

STIM1 and STIM2 levels were decreased by injection of
antisense-STIM sequences in oocytes co-expressing GPCR
Most of the following experiments were made using oo-
cytes exogenously expressing muscarinic or purinergic re-
ceptors due to injection of the respective cRNA in order
to get a robust and consistent response; therefore, it was
determined if GPCR expression affected either the en-
dogenous expression of STIM or its decrease due to as-
STIM injection. Seventy-two hours after injection with
cRNA coding for GPCR, oocytes exhibited strong current
responses in the presence of their respective agonists (see
below); this GPCR expression did not affect the level of
stiml or stim2 transcripts, as illustrated in Figure 2A.
Moreover, the decrease of stiml or stim2 expression due
to antisense injection was also not affected in oocytes that
were co-injected with either P2Y8 or M1 receptor cRNA
(Figure 2A). Consistent with this result, knockdown of
neither STIM1 nor STIM2 protein was altered by co-
injecting oocytes with cRNA to express GPCR, as shown
in Figure 2B. In all cases, SERCA2 (114 KDa, used as the
loading control) did not show significant changes in re-
sponse to the various experimental conditions (Figure 2B).

The results obtained for all conditions described above
are summarized in Figure 2C. Taken together, they con-
firm that antisense knockdown of endogenous STIM
proteins in the oocyte was specific and effective and that
this was not affected by simultaneous exogenous GPCR
expression.

STIM protein knockdown did not affect the generation of
the oscillatory CI™ current induced by agonist

To evaluate the role of STIM1 and STIM2 in SOC
current activation, we monitored the T}, response gener-
ation. Prior to this analysis we tested whether or not as-
STIM injection affected the Ca**-dependent Cl~ oscillatory
current (I,s.) generated by the first application of one of
the agonists (Figure 3A). For this, groups of oocytes were
exposed to either FBS (stimulation of the endogenous LPA
receptor (LPAR)) [35], ACh, or ATP in order to monitor
the 5. amplitude, as a measure of the oocyte capacity to
release Ca®* from intracellular reservoirs [2,36-39]. I,
elicited by FBS were recorded from native oocytes, and
those generated by ACh or ATP were recorded from oo-
cytes expressing M1 or P2Y receptors. The I ;. amplitude
was then compared among control oocytes and oocytes
co-injected with as-STIM1 or as-STIM2. The results
showed no significant difference among the various groups
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Figure 3 /s and T;,, responses activated by agonist stimulation. A) Strength of /s elicited by first agonist application did not change by
knockdown of STIM1 or STIM2, compared with that obtained in CNT oocytes; top traces are typical responses elicited by ACh, similar responses
were obtained by FBS or ATP applications, and the graph shows the average /o responses obtained in oocytes held at —60 mV. B) Record
illustrating the activation of T;, current obtained in an oocyte expressing the M1 receptor by a single ACh (100 uM) application for 40 s (acute protocol).
Oocytes were held at =10 mV while being superfused with NR solution and stepped to —100 mV for 4 s every 40 s; sudden hyperpolarization
generated T;, current responses that follow consistent kinetics with a peak amplitude response at 280-360 s (c); after that the response was
washed out with a similar time course. C) Shows the T;, current during the steps from —10 to —100 mV indicated with letters in panel B). D) A
similar T;, current response elicited in an oocyte from the same frog that was pre-incubated with 1 uM ACh for 4 h (long-lasting protocol), then
monitored with the same electrical recording parameters and stimulated with 100 uM ACh. E) Shows the T;, responses indicated with the same
letters as in D). In this protocol T;, current was consistently activated from the beginning of the record, and a transient inhibition of the response was
noted during application of the agonist (b); after that, T;, recovered and remained fully activated for a long period of time. Similar responses were
obtained using oocytes expressing P2Y receptors and stimulating with ATP.

of oocytes tested for a particular agonist (Figure 3A),
although average current amplitude was consistently
smaller for LPAR stimulation, and larger for M1-stimulated
responses. Together, these results showed that the injection
of antisense oligonucleotides did not affect I, activa-
tion, strongly suggesting that the Ca®*-release mechan-
ism remained intact and showing that its strength was
dependent on the receptor type stimulated.

Participation of STIM1 in T;, generation

To analyze the role of STIM1 and STIM2, T, current
was monitored by applying hyperpolarizing voltage steps
of =90 mV every 40-60 s, from a holding potential
of -10 mV (Figure 3B-E). As illustrated in Figure 3B, the
T, current amplitude generally increased after acute
agonist application (either ATP, ACh, or FBS for 120 s),
reached a peak after 400—480 s, and then slowly returned
to basal levels after 680-800 s (65 oocytes, 12 frogs). Con-
sistent with previous studies [6], T;, was a Cl” current that
was dependent on extracellular Ca®*, and it was blocked
by lanthanides with an ICs, for La®* of 41 +0.21 nM and
for Gd** of 7 + 0.23 uM, potencies similar to those shown
to block SOC channels in other studies [3,6,40].

Then the effect of as-STIM1 injection on Tj, current
generation (121 oocytes, 9 frogs) was assessed. In control
oocytes, application of FBS (1:1000) elicited T}, current re-
sponses of 2.5+ 0.28 pA (Figure 4A-B). However, in as-
STIMI-injected oocytes, the average T;, generated was
0.92 + 0.38 pA, which represented a decrease of 60 + 5.2%.

Similarly, oocytes exposed to 100 uM ACh (expressing
M1 receptor) showed a 70 £9.7% decrease in Tj, in the
as-STIM1-injected group. However, oocytes expressing
P2Y8 and exposed to 100 pM ATP exhibited a 20 + 1.4%
decrease in Tj, and oocytes expressing P2Y2 exhibited a
reduction of only 15 + 1.5% (Figure 4B). The results clearly
indicated that elimination of STIM1 did not cause a
complete loss of the T}, response elicited by any of the
agonists used.

STIM2 knockdown potently inhibited T;, generation
regardless of the receptor stimulated

We next tested whether STIM2 knockdown affected Tj,
currents activated either by P2Y or M1 receptors with
experiments similar to those described above. In con-
trast to what happened with STIM1 knockdown, as-
STIM2 injection drastically reduced the Tj, response
elicited by the acute stimulation of any of the receptors
tested (Figure 4C-D). T}, current amplitude was reduced
by 96 £ 6.6% in oocytes stimulated with FBS, by 96 + 3.6%
with ACh, by 93 +7.1% with ATP for oocytes expressing
P2Y8 receptors, and by 94+ 8% for those expressing
P2Y2. In this case, the amount of decrease observed did
not differ among the receptors studied (Figure 4D). As
shown above, it was evident that the decrease in the Tj, re-
sponse was not due to uncoupling of the IP3/Ca®*-release
system since the oscillatory responses in all the oocyte
groups remained unchanged.
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Figure 4 Specific STIM knockdown by oocyte injection of as-STIM differentially decreased the T;, current. A) Oocytes induced to express
M1, P2Y8, or P2Y2 receptors were stimulated with either ACh or ATP (100 pM), and LPAR in native oocytes were stimulated by FBS (1:1000
dilution); the resulting T, currents (CNT, gray areas) were compared with the T;, obtained in oocytes from the corresponding group that were
also injected with 50 ng as-STIM1 (superimposed black traces); all responses were monitored 48-72 h after oocyte injection. B) The graph
shows the results obtained using the different experimental conditions illustrated in A). C) In a set of experiments similar to those shown in
A), Ti, currents were monitored, and the peak amplitudes of non-injected CNT oocytes were compared with those of oocytes injected (48-72 h before
recording) with 50 ng as-STIM2 and stimulated with the agonists. D) The graph shows the results obtained using the different experimental conditions
illustrated in C). Bars correspond to the mean (+ SEM) of the T;,, peak amplitude of 10-15 oocytes from 5-6 frogs (*p < 0.01, as-STIM vs. CNT).

Control experiments were also made using scrambled
oligonucleotide sequences as well as as-Cx38 a different
antisense oligonucleotide sequence to rule out the possi-
bility that injection per se yielded nonspecific results, in
these cases no effects were observed on Tj, current ampli-
tude. For example, as-Cx38 was used to knockdown con-
nexons formed by Cx38, whose opening by superfusion of
Ca*-free Ringer’s solution [28,32] results in a fast and re-
liable test for Cx38 expression. Thus, in control oocytes
the I. current response was elicited by superfusion of
Ca**-free Ringer’s solution (3.06 + 0.16 pA; 9 oocytes,
3 frogs) while in as-Cx38 injected oocytes the current
response was eliminated. However, in the same oocytes
from both groups, the Tin current amplitude was similar,
regardless the membrane receptor stimulated, either M1
(298 £0.17 pA vs. 295+ 0.18 pA) or P2Y8 (3.14 + 0.14 pA
vs. 3.15 + 0.15 pA) (16 oocytes, 4 frogs).

All together, these results indicate that 7j, generation
in the Xenopus oocyte requires STIM2 protein.

COOH-STIM2 antibody enhances the T;, current response
Envisioning that specific binding of antibody to STIM1
or STIM2 might affect the function of these proteins

and then serve as a specific tool to evaluate the involve-
ment of STIM in a particular response, we tested the
same antibodies used in the Western blot for their ef-
fect on T,, generation. For this purpose, antibodies
were microinjected into the oocyte cytoplasm to reach
a final dilution of 1:1000. Figure 5 shows that ACh ap-
plication onto oocytes pre-loaded with COOH-STIM?2
resulted in a robust potentiation of the Tj, response,
increasing the amplitude by 158 + 25% (15 oocytes, 5
frogs). COOH-STIM2 injection also potentiated by
168 + 30% the T}, responses elicited by FBS, and a simi-
lar effect was observed in oocytes stimulated through
the P2Y8 (126 + 37%) or the P2Y2 receptor (129 + 23%)
(Figure 5). However, in oocytes (n =22) from the same
frogs that were injected with denatured COOH-STIM2
(incubated for 10 min at 70°C), T, potentiation was
completely abolished (Figure 5B). Also, injection of NH-
STIM1 or NH-STIM2 antibody did not produce any
changes in the T}, response, nor did the injection of a
P2Y2 antibody.

All these results clearly indicated that the COOH-
STIM2 antibody specifically potentiated the T}, current,
regardless of the receptor stimulated.
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3-6 frogs (*p < 0.01).

\

Figure 5 Oocyte injection with COOH-STIM2 antibody produced a strong potentiation of T;, current response. A) T, current responses
were monitored in two conditions: non-loaded oocytes (CNT) and oocytes loaded with COOH-STIM2 antibody (ab-loaded). T;, responses were
elicited by ACh, FBS, or ATP application, depending on the receptor to be stimulated. In all cases, a strong potentiation of the response was observed
in ab-loaded oocytes. B) Oocytes stimulated by ACh (M1) loaded with denatured COOH-STIM2 had control-like responses, while NH-STIM2
or NH-STIM1 loading did not produce T, potentiation. C) The graph shows the results obtained using the different experimental conditions
illustrated in A and B; each bar corresponds to the mean (+ SEM) of the T, peak amplitude normalized against the CNT current of 10-15 oocytes from

Role of STIM1 and STIM2 during long-lasting agonist
stimulation

The following experiments were designed to explore the
possibility that STIM1 and STIM2 have different effects,
depending on the duration of the stimulus. Thus, oo-
cytes injected with as-STIM1 or with as-STIM2 and ex-
pressing M1, P2Y8, or P2Y2 receptors were incubated
for 1-4 h in the presence of their respective agonists at
1 uM (Figure 3D-E). Extended agonist incubation gener-
ated strong Tj, currents that remained stable for more than
the 60-min recording time, even under constant super-
fusion of the oocytes with NR solution, and it began to
decrease after 120—180 min of wash; we assumed that in
this condition the SOC machinery was over-stimulated,
and that the time spent in the activated state reflected
the time necessary to refill the reservoirs.

In the oocytes knocked down for STIM1, Tj, currents
activated by long-lasting stimulation with any of the ago-
nists analyzed were no different from those observed in
control oocytes. In contrast, in oocytes injected with as-
STIM2 and expressing P2Y or M1 receptors that had
been stimulated for long intervals with their respective
agonists, the Tj, current was no longer generated (10-15
oocytes in each group, 5 frogs), strongly suggesting that
STIM2 in the oocyte was essential for responses gener-
ated through both the acute and long-lasting stimulation
protocols.

STIM proteins and the maturation process

During the maturation process, molecular elements that
control the Ca®* dynamics in the Xenopus oocyte undergo
an important reconfiguration; this observation has been
extended to different species, and similar changes are
known to occur during mitosis [23,31,41]. Given the im-
portance of these events for cell cycle control, we asked
whether or not the knockdown of STIM proteins affected

the maturation process. Thus, batches of control oocytes,
and those that were injected with as-STIM1 or as-STIM2
were assayed 48-72 h after injection with 10 uM proges-
terone in Barth’s solution to induce maturation. Oocyte
maturation entry was scored by the appearance of GVBD
after 8—12 h in the presence of progesterone. The GVBD
score obtained was compared against progesterone-treated
control oocytes. The results are illustrated in Figure 6A;
as-STIM1-injected oocytes did not show any effect on the
efficiency of maturation, while STIM2 knockdown pro-
duced a strong inhibition of the process (the experiment
was repeated in oocytes from 3 different donors). Lack of
GVBD in as-STIM2-injected oocytes seemed to indicate a
failure to enter meiosis and a consequent incomplete mat-
uration process; this interpretation was also supported by
monitoring electrophysiological parameters in all of the
groups tested. As illustrated in Figure 6B-C, electrical
parameters of as-STIM2-injected oocytes (progesterone-
treated) were different from those displayed by as-STIM1-
injected oocytes and control oocytes maintained in
progesterone for the same period of time.

Taken together, these results clearly showed that in
oocytes where STIM2 was knocked down, the process
of maturation was inhibited at some early point. The
first manifestation of this was the complete blockage of
GVBD, i.e, of the signal for meiosis entry; this result
was clearly different from that observed in STIMI1-
deprived oocytes.

Discussion

Here, using biochemical strategies and electrophysiology,
we studied what effects the knockdown of endogenous
STIM proteins had on two important Xenopus oocyte
responses: the activation of SOCE monitored by measur-
ing Ti, current generation, and the maturation process
induced by progesterone. We found that: i) Both STIM1
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Figure 6 Effect of as-STIM2 on GVBD and oocyte membrane characteristics during maturation induced by progesterone. A) The
maturation process promoted by progesterone (10 uM) was analyzed in uninjected oocytes, or in oocytes injected 72 h prior to the assay with
either as-STIM1 or as-STIM2, and compared with control oocytes in the absence of progesterone. GVBD was quantified after 8-12 h in presence
of progesterone (10 oocytes per group, repeated using 3 different frogs) and is normalized against the value observed in uninjected oocytes.

B) Resting membrane potential was monitored 8-12 h after addition of progesterone in the same groups of oocytes (n = 3-5, repeated in 3 frogs)
as in A). €) The input membrane resistance (Rd) was estimated over the range from —80 to —20 mV in the different cocyte groups treated in the
same conditions. Control groups, without progesterone, included both uninjected and antisense-injected oocytes. In all cases, values for
as-STIM2-injected groups were different from as-STIM1-injected or uninjected groups (*p < 0.01).

and STIM2 proteins were endogenously expressed in the
Xenopus oocyte; ii) Injection of antisense oligonucleotide
sequences of STIM1 or STIM2 potently knocked down
the expression of both the corresponding mRNA and
the protein; iii) STIM1 or STIM2 knockdown did not
seem to affect the Ca®*-signaling machinery responsible
for generating oscillatory Ca®*-signals in the oocyte; iv)
STIM2, but not STIMI1, proved to be fundamental for
Ti, current generation; this was observed both in acute
stimulation protocols or after long-lasting stimulation pe-
riods, and it did not depend on the receptor type stimu-
lated; v) STIM2 protein knockdown blocked entry into the
process of maturation induced by progesterone, while
STIM1 elimination did not affect this process; and vi) an
antibody against the COOH terminus of STIM2 potenti-
ated T, current generation.

Calcium release and influx are two phenomena well
studied in the Xemopus oocyte. The main subject ad-
dressed here is the identity and role of STIM proteins dur-
ing calcium influx stimulated through endogenous
responses. It is known that after GPCR stimulation, both
endogenous as well as exogenously expressed GPCR gen-
erate in the oocyte mainly two Ca®*-dependent Cl™ ion
currents, one due to intracellular Ca®* release that is
normally followed by another current dependent on
Ca** influx; this pattern is generated through an enzym-
atic cascade involving IP3 synthesis, a common mechan-
ism in most cell systems [1]. Following the original
nomenclature, in the oocyte the first response is named
I,s., while the second generates the Tj, current response
[6]. The Ca**-influx magnitude is directly related to the
amplitude of Ca®*-release; the main molecular element
responsible for this linkage is the STIM protein, since it
is the Ca®"-sensor within the Ca®* reservoir. As in previous

studies [8,42,43], to monitor the [Ca®']; increase produced
by both mechanisms in the oocyte, here we used the
Ca®*-dependent CI~ current as an endogenous sensor
whose amplitude accurately reflects the concentration
of Ca** beneath the plasmatic membrane. This is especially
true for Ca®" influx, since this occurs in the plasma
membrane where the Ca**-dependent Cl~ channels are
co-expressed with the SOC channels responsible for the
influx. Thus, monitoring an endogenous Ca>* sensor such
as the Cl” channel offers not only spatial and temporal
advantages, but also amplifies the normally small Ca**
current through SOC channels and avoids altering the
Ca®* dynamics with further pharmacological manipulations.
STIM protein expression and function was then studied
in the Xenopus oocyte using this tool.

It is well known that when Ca®* is released from the
ER, STIM proteins are activated, rapidly translocated,
and oligomerized into junctions formed between the ER
and the plasma membrane, where they bind to and acti-
vate highly selective Ca>* channels formed by Orai pro-
teins that allow Ca®* influx [44,45]. The main trigger for
this phenomenon is a decrease in ER Ca>* content; how-
ever, evidence indicates that isoforms of STIM2 protein
might maintain a basal activation of Orai channels without
prior Ca®* release, thereby controlling the cytoplasmic
Ca®" concentration [12,46]. The ratio of STIM1 to STIM2
expression seems to depend on the cell type, and perhaps
on the pathophysiological state; as shown here for the
Xenopus oocyte, other cells such as T cells, myoblasts,
skeletal muscle, and liver cells also co-express both STIM
proteins [20,47-49]. Studies to distinguish the roles of
STIM1 and STIM2 in various cells have employed diverse
silencing strategies and overexpression. The injection
of an antisense oligonucleotide sequence for each STIM
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protein was chosen here for its simplicity and because
it excludes potential non-specific effects caused by pro-
tein over-expression. The effect of antisense injection
on STIM expression was demonstrated by analyzing
both its mRNA and protein expression by RT-PCR and
Western blot, respectively. This analysis demonstrated
that expression of STIM1 or STIM2 was strongly down-
regulated in oocytes injected with the corresponding anti-
sense oligonucleotide sequence. This antisense effect was
not affected by co-expression of GPCR proteins, used ex-
perimentally to stimulate Ca**-release. Also, it was shown
that STIM protein knockdown did not affect the IP;
increase and subsequent Ca>* release, as indicated by the
I,sc amplitude responses evoked at the beginning of each
experiment by acute application of one of the agonists
studied. In addition, preliminary results using RT-PCR
showed amplification of transcripts for Orail and Orai2 in
the oocyte (not shown).

Oocytes injected with either antisense STIM1 or STIM2
were then monitored to analyze their ability to generate
Ti, current using two stimulation protocols. In the first,
acute application of the agonist produced the typical Z,s
response; in control conditions it was followed by Tj,
generation that declined after 680—800 s. In the second
protocol, long-lasting (1-4 h) stimulation of control oo-
cytes with a low concentration of agonist (1 uM) gave
strong T, current responses that remained active for
60-180 min, even in constant superfusion with NR so-
lution. A possible explanation for this difference in re-
sponse kinetics is that prolonged stimulation produced
a stronger activation of the SOCE mechanism, probably
due to a more marked decrease in ER Ca** concentra-
tion. Both protocols were applied in oocytes in which
STIM1 or STIM2 expression had been eliminated. The
STIM2 knockdown produced a severe decrease in Tj,
current generation (93 - 100%) in both stimulation pro-
tocols, indicating that STIM2 was indispensable to in-
duce the T, current response. Using acute receptor
stimulation, elimination of STIM1 caused a smaller but
significant decrease in T}, current generation thus, STIM2
alone was unable to support full T, activation during
acute stimulation, suggesting that an association of STIM2
with STIM1 was necessary in order to activate the en-
dogenous response. Also it was observed that STIM1 re-
quirement seemed to be minor during P2Y purinergic
stimulation, this difference cannot be explained by the
amplitudes of I, generated by the agonists, given that
ACh and LPA were the more and less effective, respect-
ively, in generating the response, and both agonists showed
similar patterns of Tj, decrease by STIM1 knockdown.
Thus, this result might indicate some type of molecular
specificity, perhaps intrinsic to the molecules involved
or as a consequence of their differential expression and
localization in the oocyte membrane. Differential insertion
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of several proteins expressed in the oocyte membrane has
been demonstrated; thus, membrane domains with greater
expression of STIM2 together with P2Y receptors are
plausible.

A central role for STIM2 protein in SOCE generation
has been shown before in some cell types such as neu-
rons [20,50] and dendritic cells [19]; however, there is no
information indicating whether or not the expression of
STIM1 might affect the full endogenous response in
these cases. For example, it has been shown the essential
role of STIM2 in SOCE activation in dendritic spines [50],
which was not substituted by overexpression of STIMI1.
The authors concluded that this is due to differences in
STIM-Ca** sensitivity and subcellular localization of the
proteins. In many other cell systems, co-participation or
complementary roles for the two STIM proteins have
been postulated [15,48]. Finally, when the oocytes were
stimulated using the long-lasting protocol, elimination of
STIM1 had no effect indicating that, in this case, the T},
current was activated by STIM2 alone. The central role
for STIM2 is supported by the latter result as well as by
the finding that injecting the antibody (COOH-STIM2)
against STIM2 specifically increased the current ampli-
tude by more than 100%, regardless of the agonist used to
generate the T, response. It is known that the COOH re-
gion, in both STIM1 and STIM2, contains the domain ne-
cessary to interact and activate the SOC channel formed
by Orai [44]. Thus, a potentiating effect of the COOH-
STIM2 antibody indicates that the strength of the STIM2-
Orai interaction might be regulated, either positively or
negatively, through a site that is affected by the antibody,
indirectly confirming the central role of STIM2 during T},
generation. As expected given the STIM structure pro-
posed, the two antibodies that recognized domains close
to the amino-terminus had no effect on the T}, response.

Significant inhibition of the maturation process was
observed in oocytes devoid of STIM2 protein. Here, we
provided clear-cut evidence of STIM2 involvement dur-
ing or in preparation for maturation, since its absence
eliminated the process of GVBD. Once again, this result
contrasted with the lack of effect in STIM1-knockdown
oocytes, whose maturation was similar to that of control
oocytes. Indeed, it has been shown that the function of
STIM1 is downregulated during the maturation process,
which contributes to elimination of the SOC response in
Xenopus oocytes [22-24]; a similar condition has been
shown in the mammalian oocyte [25], although in the lat-
ter this phenomenon remains controversial [51]. There is
no previous information regarding the effect produced by
lack (or overexpression) of STIM2 during maturation ei-
ther in frog or mammalian oocytes, as most previous stud-
ies focused on the role of STIM1. However, mouse oocyte
is known to express STIM2 protein in the ER; during
maturation, STIM2 re-localizes from a homogeneous
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distribution to one closer to the meiotic spindles, sug-
gesting a role during this process [52]. In frog, is pos-
sible that the inhibitory effect of STIM2 knockdown
was unrelated to its role in SOCE activation, since mei-
osis entry in Xenopus does not require Ca>*-influx
[42]. Further studies will be necessary to characterize
the level at which the lack of STIM2 had such a dra-
matic effect on the maturation process, and to deter-
mine if it might have more general implications. One
possibility is that as-STIM2 might cause downregula-
tion of a STIM2 isoform different from that involved in
SOCE activation. Another possibility relates to its role
regulating cytoplasmic [Ca®*], in which case as-STIM2
might affect the activation of Ca®*-dependent processes
required prior to meiosis entry.

Conclusion

In this study, STIM2 is fundamental for the endogenous
SOC response in the oocyte, although an association with
STIM1 seemed to be necessary for its full generation.
The mechanism responsible for the clear dependence of
meiosis entry on STIM2 expression is a fundamental ques-
tion that remains open, and its elucidation might help to
understand the function of STIM proteins in the Xenopus
oocyte and in other cell types as well.
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