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a multidisciplinariedad es una caracteristica

inherente a nuestra sociedad y la Fisiologia es una

disciplina transversal. Por esta razén, el Comité

Editorial ha seleccionado, de entre los excelentes
manuscritos recibidos, tres revisiones que abordan la
relacién intima entre la Fisiologia y otras disciplinas como
la neurociencia, la genética o la biologia molecular. En esta
ocasioén larevistaincluye tres articulos de revision.

En la primera de las revisiones, el Dr. Christoph Romanin,

editor un libro recientemente publicado sobre la entrada
. . 2+

capacitativade Ca™', y cuya lectura recomendamos en este

volumen, que es pionero en el estudio de los mecanismos

intramoleculares que determinan la interaccién proteina-

ISSN: 1889-397X

proteina responsable de la entrada de Ca** en la célula,
nos explica de forma excepcional las bases moleculares
que subyacen alaactivaciéon de un mecanismo que, aunque
se descubrié hace casi tres décadas, no deja de
sorprendernos e inspirarnos. No menos apasionante es la
segunda revision redactada por el grupo del Dr. Guillermo
Alvarez de Toledo donde explican por qué sélo un
pequeno numero de vesiculas sinapticas del total que hay
en un terminal participan durante la actividad sinaptica “in
vivo”. En ultimo lugar, la Dra. Lucia Tabares, describe los
mecanismos fisiopatolégicos relacionados con la atrofia
muscular espinal, desde las bases moleculares hasta las
perspectivas terapéuticas. La atrofia muscular espinal es la
enfermedad genética que causa mortalidad infantil con
mas frecuencia en la actualidad y la segunda mas frecuente
entre las enfermedades autosémicas recesivas, con una
incidenciade 1:10000 nacidos vivos.

Por ultimo, incluimos una recomendacién presentada por
Letizia Albarran, del Departamento de Fisiologia de la
Universidad de Extremadura, acerca de un nuevo libro
"Store-operated Ca’* entry (SOCE) pathways', editado
por Klaus Groschner, Wolfgang F Graier y Christoph
Romanin y publicado por Springer, que incluye los tltimos
descubrimientos acerca de la biologia de la entrada
capacitativa de Ca’*, desde la biologia molecular hasta su
significacion clinica, redactado por los investigadores mas
eminentes en este campo.

Un afo mas, espero que disfrutéis de las merecidas
vacaciones estivales con este nuevo nimero de la revista
FISIOLOGIA.
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WELCOME

Joint FEPS & Spanish Physiological Society Congress 2012
Fecha Desde : 08-09-2012 Hasta: [ 1-09-2012
Santiago de Compostela (Spain).

We wish to extend a most cordial and sincere invitation to everyone in the European Physiology
community to attend this FEPS Congress in Santiago de Compostela. Over recent years the Spanish
Physiological Society had the privilege of holding join meetings with many other European national
Societies. Given the success of these previous experiences in terms of Science and number of attendances
we take the possibility of holding the FEPS meeting extremely seriously and will do our very best to provide
you with amost memorable meeting.

With the strong support of our Society as well as the Endocrine Society of Portugal, the American
Physiological Society, the Physiological Society (UK) and obviously the FEPS we have been planning the
congress well in advance so that the process will go smoothly and we look forward to a wonderful congress
that will be scientifically superb and socially enjoyable.

The 2012 Congress is plan to be held in the Faculty of Medicine, a venue with all the facilities to hold
such a meeting and that have used for holding more than 200 similar events over the last few years since
most Congress organized in our University are held in this facility.

It is envisaged that the Congress will begin with an opening ceremony and a gala reception with
entertainment. A number of plenary lectures by distinguished scientists and symposia sessions will be held
over the entire event. There will be a full program of plenary lectures, symposia, oral presentations, and
poster sessions.

We are confident that our superb program committees, with the help of your input, will come up
with an outstanding scientific program. Santiago de Compostela is a city with many attractive features for
visitors and usually excellent weather conditions at the date the Congress will be held. We sincerely hope
that you will come to join the physiologists of the world at this most important event for international
physiology.

Enlace : http://www.FEPS2012.0rg
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Ca’" release activated Ca’* (CRAC) channels represent the primary Ca’™* entry pathway in a vast majority of cell-types. After

depletion of Ca" stores within the endoplasmic reticulum (ER), robust Ca”" influx is activated via CRAC channels. The two

main components involved are the Ca™ sensor STIMI, located in the ER, and the plasma-membrane channel Orail. STIM|I

senses the luminal Ca’* content and after store-depletion it oligomerizes into punctuate clusters close to the plasma-

membrane. At these sites it directly interacts with and activates Orail channels thereby triggering Ca’* influx from the

extracellular milieu. Within this review, we will describe the current understanding of the structures of STIM| and Orai

proteins, their interaction and the activation mechanism important for CRAC channel gating and permeation.

Introduction.

Calcium (Ca™) is involved in a large variety of cell
signalling processes ranging from regulation of
transcription, cell growth to exocytosis and cell motility.
A major pathway to regulate intracellular Ca*
concentration is the store-operated calcium entry
(SOCE). Its primary function is to trigger an immune cell
response, yet store-operated calcium-channels (SOCs)
are now known to be present in almost all cell types
(Parekh y Putney; 2005). This particular way of Ca’*
entry into a cell is activated upon stimuli that reduce the
Ca"™" concentration within the endoplasmic reticulum
(ER). In general, plasma-membrane receptors activate
phospholipase C (PLC) that produces inositol 1,4,5-
triphosphate (IP,) to open IP, receptors in the ER. A
signal of depleted ER-Ca’"* stores is communicated to
the plasma membrane thereby opening channels within
the latter, permitting subsequent Ca’" entry from the
extracellular milieu (Berridgey col.; 2003).

The so-called Ca’'-release-activated Ca’*
(CRAC) channel is the best studied store-operated
channel (Hoth y Penner; 1992, Parekh y Putney; 2005).
CRAC channels are characterized by a high Ca™
selectivity, a very low single channel conductance and a
pronounced inward-rectifying current/voltage
relationship (Penner y col.; 1988, Lewis y Cahalan;
1989, Parekh y Putney; 2005). This unique ‘fingerprint'
has given rise to years of search for candidate genes
involved in CRAC channel function.

Not until 2005, RNAi (RNA interference)
screens for inhibition of SOCE have proven useful to
identify the STIM (stromal interacting molecule) protein
family (Liou y col.; 2005, Roos y col.; 2005) that now
comprises two members, STIMI and STIM2. STIMI
represents the ER-located Ca’* sensor of the CRAC
channel complex. Shortly thereafter in 2006, by an
analogous screen, the Orai protein family has been
discovered (Feske y col.; 2006, Vigy col.; 2006b, Zhang
y col.; 2006). The Orail protein, linked to severe

combined immunodeficiency (SCID) in patients
carrying a single point-mutation (Feske y col.; 2006),
represents the pore-forming subunit of CRAC channels.

Molecular structures within STIMI and Orail —an
overview.

Displaying an EF-hand like sequence on its luminal side,
STIMI was identified as the Ca’" sensor of the CRAC
channel. By neutralization of acidic residues within the
EF-hand structure, STIM| was no longer able to bind
Ca’" and yielded constitutive Ca’* entry, mimicking the
store-depleted state (Liou y col.; 2005, Zhang y col.;
2005). The amino-terminus of STIMI further contains a
sterile-alpha motif (SAM) followed by a single-
transmembrane segment (Soboloff y col.; 2006). This
cytoplasmic STIMI region (C-STIMI) includes more
than 400 amino acids coding for different domains:
three coiled-coil regions (Yang y col.; 2012), a STIMI
homomerization domain (SHD) (Muik y col.; 2009) , a
CRAC modulatory domain (CMD), a serine-proline and
a lysine-rich region (Figure I) (Liou y col.; 2005, Baba y
col.; 2006, Huangy col.; 2006, Derlery col.; 2009b).
The Orai family consists of three members, Orail-3, all
of which form highly Ca’* selective channels in the
plasma membrane (Prakriya y col.; 2006, Vig y col;
2006a, Yeromin y col.; 2006, Schindl y col.; 2008). All
Orai proteins contain four transmembrane domains and
cytosolic N- and C-termini (Figure 2). A cluster of
positively charged amino acids close to the first
transmembrane domain is fully conserved among the
three Orai isoforms, while only Orail contains an N-
terminal proline-arginine rich region (Takahashi y col.;
2007). Every member of the Orai family includes a
putative coiled-coil domain within its C-terminus,
assumed to be an essential interaction site for STIM|
(Cahalany col.; 2007, Muik y col.; 2008, Frischaufy col.;
2009). The CRAC channel represents one of the most
Ca’" selective channels. It is over 1000times more
selective for Ca’" than Na" at physiological conditions



Figure |: Predicted domains within hSTIMI. The luminal N-terminus contains an EF-hand motif (EF) followed by a sterile alpha motif (SAM)

and a single transmembrane domain. The cytosolic C-terminus includes three coiled coil regions (CCI-3), a serine/proline-rich (S/P) region

and a polybasic cluster (K) at the very end of the protein. Different domains have been identified, important for hRSTIM| oligomerization and

activation of Orail channels: a hSTIMI homomerization domain (SHD), a CRAC modulatory domain (CMD), a CRAC activating domain
(CAD), an Orail activating small fragment (OASF) and ahSTIMI-hOrail activating region (SOAR).

(Hoth y Penner; 1992) and has a conductance that is
among the smallest of any ion channel (Zweifach y
Lewis; 1993). CRAC currents show a strong inward
rectification and a high reversal potential of > +60mV
(Hoth y Penner; 1992). The three Orai channels behave
distinct in their inactivation profiles and 2-
aminoethyldiphenyl borate (2-APB) sensitivity
(DeHaveny col.; 2007, Lisy col.; 2007).

Figure 2: Predicted domains within hOrail. The cytosolic N-
terminus includes a proline-rich (P), an arginine-rich (R) and a
conserved arginine/lysine-rich (R/K) region. Four transmembrane
domains span the plasma membrane. Important residues for gating
and regulation of Orail channels are highlighted in red. The cytosolic

C-terminus includes a putative coiled coil domain (CC).

STIM/Orai coupling.

Sensing Calcium.

In resting cells, STIMI is co-localized with microtubuli at
the ER membrane (Grigoriev y col.; 2008, Honnappa y
col.; 2009) and is expressed in the acidic Ca’" stores in
human platelets (Zbidi y col.; 201 I). Depletion of ER-
Ca™" stores results in STIMI oligomerization and
formation of punctuate clusters near the plasma
membrane (Luik y col.; 2006, Wu y col.; 2006). These
clusters correspond to regions of smooth ER positioned
within 10-20nm of the plasma-membrane, known as
ER-PM junctions (Wuy col.; 2006, Lury col.; 2009). Ata
molecular level, store-depletion dependent STIMI
oligomerization is triggered by a canonical and hidden
EF-hand within its N-terminus working in concert with
the SAM domain (Liou y col.; 2005, Roos y col.; 2005,
Stathopulos y col.; 2006, Stathopulos y col.; 2008). In
addition to the N-terminus, the cytosolic part of STIM
includes further multimerization sites. A recent crystal
structure of a C-terminal fragment enables to visualise
binding sites within the three coiled-coil domains. In a
dimeric complex, the second and third coiled-coil
exhibit a V shaped structure and directly interact with
each other (Figure |) (Yangy col.; 2012). This assembly
is stabilized with a homomeric 2" coiled-coil
interaction. Only the C-terminal segment of the first
coiled-coil is structurally solved but it can bind to the
other two coiled-coil structures (Yang y col.; 2012).



Functional evidence has proven that the first coiled-coil
domain facilitates the formation of resting STIMI
oligomers but does not further support multimerization
after Ca’" store-depletion (Covington y col.; 2010).

Considering the C-terminus of STIMI alone,
the minimal region required for aggregation and
activation of Orail channels includes the second and
third coiled-coil domain with ~20 additional amino
acids (423-442) named CAD (342-448) (Park y col;
2009), SOAR (344-442) (Yuan y col.; 2009) or OASF
(233-450) (Figure 2) (Muik y col.; 2009) . STIMI
fragments comprising amino acids 233-420 are
incapable to form stable higher-order aggregates (Muik
y col.; 2009). Shortening the C-terminal tail of STIMI
down to amino acid 440 maintains puncta formation and
co-clustering with Orail, but fails to activate Orail
currents (Park y col.; 2009). The segment including
residues 421-440 is important for STIMI
oligomerization and was accordingly named STIMI
homomerization domain (SHD) (Fahrner y col.; 2009,
Muik y col.; 2009). Replacement of the luminal STIMI
domain with rapamycin binding proteins has enabled to
artificially oligomerize STIMI proteins that triggers
puncta formation and activates CRAC channels without
store-depletion (Luik y col; 2008). Thus, STIMI
oligomerization is a prerequisite for Orail channel
binding and activation.

Signal transfer.

Orail is uniformly distributed in the plasma-membrane
under resting luminal Ca** levels (Feske y col.; 2006,
Luik y col.; 2006, Wu y col.; 2006). With a few seconds
time delay upon STIMI puncta formation, Orail
accumulates at sites directly opposite of STIM (Luik y
col.; 2006, Xu y col.; 2006). At these certain areas,
STIMI binds to Orail and opens the CRAC channel,
thereby generating highly localized Ca™ 'hot spots'
shown by TIRF microscopy (Luik y col.; 2006). Puncta
formation of both Orail and STIMI is reversible after
store-refilling (Liou y col.; 2007, Varnai y col.; 2007,
Malliy col.; 2008, Smyth y col.; 2008). Orail is a highly
mobile protein residing in the plasma membrane with a
diffusion coefficient of ~0.lum’/s (Park y col.; 2009,
Madl y col.; 2010). It is supposed that Orail randomly
encounters STIMI at ER-PM junctions, giving rise to a
direct interaction that opens the CRAC channel (Park y
col.; 2009). Shown by GST pulldown assays and co-
purification of Orail and CAD, the coupling scenarioisa
direct interaction, yet an alternative activation via a
diffusible messenger is possible (Park y col.; 2009). A
direct interaction between STIM| inthe ERand Orail in
the plasma membrane forces STIMI to span the
distance between the two membranes. It has been
demonstrated that a tetrameric Orail channel exhibits
a tear-drop shape that reaches ~10nm into the cell

interior (Maruyama y col; 2009) and Balla and
coworkers estimated the distance between ER-
membrane and PM to | |-14nm (Varnai y col.; 2007).
Utilizing purified cytosolic STIMI fragments
and ORAI proteins in isolated vesicles of yeast, CRAC
channel activation occurs without additional proteins
(Zhou y col.; 2010a). However, other components may
function in a regulatory manner or in an alternative
activation mechanism. A large number of other proteins
has been identified that are supposed to join in this
coupling/activation process: Calmodulin (CaM) (Parvez
y col.; 2008, Mullins y col.; 2009), CRAC R2A/B
(Srikanth y col.; 2010a), Ms4A4B (Howie y col.; 2009) ,
Golli (Walsh y col.; 2010), adenylyl cyclase type 8 (AC8)
(Martin y col.; 2009), the polycystin-| cleavage product
P100 (Woodward y col.; 2010), caveolin (Yu y col;
2010), SPCA2 (Feng y col.; 2010), Cavl.2 (Park y col;
2010, Wang y col.; 2010), POST (Krapivinsky y col.;
2011) or phospholipids PIP,,; (Chvanov y col.; 2008,
Korzeniowskiy col.; 2009, Walshy col.; 2009).

Essential structures involved in the coupling
process.
Coiled-coil interactions.
STIMI interaction sites within Orail have been mainly
attributed to its C-terminal putative coiled-coil domain.
Orail mutants, lacking their C-terminus are no longer
able to co-localize with STIMI after store-depletion and
in line show no activation of Ca’* entry (Schindl y
Romanin; 2007, Muik y col.; 2008). Destabilizing the
coiled-coil domain within Orail by a single point
mutation of a hydrophobic residue (L273S) entirely
abolishes coupling to STIMI (Muik y col.; 2008).
Compared to Orail, Orai2 and Orai3 exhibit a
| 5-17fold higher coiled-coil probability (Frischaufy col.;
2009). Hence, for Orai2 (L237S + L244S) and Orai3
(L285S + L292S) two point mutations are required to
disturb interaction with STIMI (Frischauf y col.; 2009).
Vice versa, STIMI| C-terminus to Orail communication
have been abrogated by mutations within the second
coiled-coil domain of STIMI (L373S + A376S)
(Frischauf y col.; 2009). Additionally, charged amino
acids within these coiled-coil regions of Orail and
STIMI contribute to the coupling process (Calloway y
col.; 2009, Hull y col.; 2009). Neutralization of a basic
cluster (around amino acid 382) within the second
coiled-coil domain of STIMI also disrupts coupling to
and activation of Orail channels (Calloway y col.; 2009,
Korzeniowski y col.; 2010). These results manifest the
importance of coiled-coil domains in STIMI/Orail
coupling probably mediated by heteromeric coiled-coil
interactions.



Figure 3: Proposed model for hRSTIMI-hOrail coupling. In resting state conditions, STIMI and Orail are uniformly distributed within the ER

and plasma membrane. The C-terminus of STIMI is hold in a tight conformation as long as Ca*" is bound. Upon Ca™" store depletion, STIMI

rearranges into punctuate clusters close to the plasma membrane. STIMI is switched into an open conformation, allowing for a direct

interaction of its second coiled coil domain with the C-terminal putative coiled coil domain of Orail. Co-clustering at certain STIMI/Orail

puncta together with an additional involvement of N-terminal Orail regions results in Orail/CRAC activation. This model emphasizes

domain interactions rather than stoichiometry of STIM|/Orail coupling.

Conformational rearrangements.

Apparently, the binding sites of STIM| and Orail always
extend into the cytosol. Hence, an internal mechanism
is required to regulate their interaction. We have
developed a STIMI conformational sensor (OASF:
amino acid 238-342), comprising the first coiled-coil
domain and CAD (344-449) (Muik y col.; 201 1). This
FRET sensor, tagged with a yellow and cyan fluorophore
on each side of the protein, allowed us to visualize
intramolecular transitions upon binding to Orail and
help to mimic the coupling process of STIM| and Orail .
In the absence of Orail, OASF is assumed to exist in a
tight conformation but upon coupling to Orail this
conformation is extended (Muik y col.; 2011). The
tightened state of the sensor is supported by
hydrophobic residues in the first and third coiled-coil
domain (Muik y col.; 2011). Probably these
rearrangements shield the second coiled-coil from
coupling to Orail . In addition, it has been proposed that
electrostatic interactions between the first and second
coiled coil domain contribute to this shielding, whichiis,

however, at variance with the recently reported STIM|
C-terminal crystal structure (Korzeniowskiy col.; 2010,
Yang y col.; 2012). By substitution of hydrophobic
residues within C-STIMI, the extended state can also
be accomplished. These mutations allow switching the
sensor in its open state and constitutively activate Orai
channels (Muiky col.; 201 1).

Hence, in a current model, when ER stores are
filled, the C-terminal tail of STIMI holds a tight
conformation. After depletion of ER Ca’* stores, this
conformation is extended probably due to a higher
oligomeric state of STIMI proteins and enables
interaction with Orail in the plasma membrane (Figure

3).

Gating and permeation of Orail channels.

The C-terminus of STIMI directly binds to the C-
terminus of Orail, which has been shown to be a very
robust interaction (Muik y col.; 2008, Frischauf y col;
2009). Though, for gating of Orai channels there is
evidence that further domains are required. Highly



conserved residues within the N-terminus and also the
second loop of Orai proteins have been shown to take
influence on the gating process (Mullins y col.; 2009,
Srikanth y col.; 2010b). A single point mutation within
the N-terminus (K85E) is able to abolish store-operated
Ca’" entry (Lis y col.; 2010). A further residue involved
in gating is R91, localized at the interface between the
N-terminus and the first transmembrane domain. A
mutation at this site (R9IW) is linked to a severe
combined immunodeficiency (SCID) syndrome.
Mutation to tryptophane or other hydrophobic residues
results in non-functional CRAC channels (Feske y col.;
2006, Derlery col.; 2009a, Zhang y col.; 201 1a), which
is likely due to increased hydrophobicity generating a
hydrophobic gate (Derler y col.; 2009a). These results
favour a role of residue 91 within a hydrophobic gate,
located right at the cytosolic edge of transmembrane
one. A possible model is one of a conformational switch
of the N-terminal domain upon binding to STIMI.

Furthermore, residues S89/90 are supposed to
contribute to the movement of transmembrane one
(Derlery col.; 2009a), as their mutation to more flexible
glycines enhances Orail currents whereas the insertion
of prolines abolishes Ca** entry (Derlery col.; 2009a).
Yet, other residues within transmembrane one and
three and the first extracellular loop also play a role in
the permeation pathway. The highly conserved
glutamate at position 106 in the first transmembrane
segment mainly contributes to the selectivity filter
(McNally y col; 2009, Zhou y col.; 2010b) and
aspartates 110,112,114 have been shown to attract
Ca"" ions (Prakriya y col.; 2006, Yeromin y col.; 2006,
Yamashita y col.; 2007, Schindl y col.; 2008, McNally y
col.; 2009). It has been proven by cysteine scanning
mutagenesis and disulfide crosslinking that the first
extracellular loop between transmembrane segment
one and two forms a flexible outer vestibule in which
negatively charged amino acids function as Ca™* sink
(McNallyy col.; 2009, Zhouy col.; 201 0b).

Additional hydrophobic residues like L95, G98
and V102 within the first transmembrane domain may
contribute to a hydrophobic gate. Mutations of G98 and
V102 lead to STIMI-independent, constitutively active
or non-functional channels (Zhang y col; 201 la,
McNally y col.; 2012). Therefore, it is assumed that
manipulation of these residues trigger an opened or
closed channel, supporting the model of a hydrophobic
gate. Consequently, residue G98 has been supposed to
act as a gating hinge. All these constitutively active Orail
pore mutants are rather non-selective, but the Ca**
selectivity of the V102C mutant can be retained by co-
expression with STIMI (McNally y col.; 2012). Eight
STIMI molecules are required for optimal activation of
a tetrameric Orail channel (Hoover y Lewis; 201 I, Liy
col.; 201 ). Co-expression of Orail -V102C and STIMin

a |:1 ratio leads to a low Orail Ca’" selectivity, whereas
a 2:1 ratio recovers the typical highly Ca*" selective
CRAC currents (McNally y col.; 2012). These results
suggest that STIM| regulates ion selectivity and the pore
architecture of Orail channels. The close proximity of
the residue V102 to the selectivity filter EI06 may
contribute to the close connection of permeation and
gating during channel activation (McNally y col.; 2012).

Residues within transmembrane three are
additionally involved in channel gating. Although this
region does not line the pore, it has the potential to
modulate both selectivity and gating. Mutation of W176
to a cysteine resulted in unusual large outward currents
independent of STIMI. Furthermore, the mutation of
G183 to alanine displays large outward currents but is
only active in the presence of 2-APB (Srikanth y col.;
2011) . It is assumed that the third transmembrane
domain plays a decisive role in stabilizing the pore.
Transmembrane one lines the ion-conductive pore,
whereas residues within transmembrane three may
affect gating by allosteric changes in protein structure.

Ca™" is attracted at the selectivity filter,
especially at position E106 which narrows the pore to
3.8A (Yeromin y col.; 2006, McNally y col.; 2009). In
contrast to the pore diameter of wildtype channels
(~3.8t0 3.9 A) (Yamashita y col.; 2007, Schindl y col;
2008), EI06 and particular E190 mutants exhibit an
enlarged pore diameter of ~5.3 and 7A, respectively
(Yamashita y col.; 2007). Furthermore they show
reduced Ca’* selectivity, while the permeation for
monovalent cations increases (Prakriyay col.; 2006, Vig
y col.; 2006b, Yeromin y col.; 2006, Yamashita y col.;
2007, Schindly col.; 2008).

The current overall model of CRAC channel
gating is the one of a flexible outer vestibule at the
extracellular surface. The selectivity filter is supposed to
be formed by four glutamates at the end of the pore
(position E106 in either Orai subunit of the tetrameric
complex). Valine 102, glycine 98 and arginine 91 are
critical positions affecting a hydrophobic gate that
requires a conformational switch upon STIMI binding
to cytosolic Orail domains. Further studies are
required to throw lights on the entire structure of the
CRAC channel pore, to identify the location of channel
gates and the role of STIM I in opening the pore.

Calcium-dependent fast inactivation.

Intracellular Ca’* levels rise after the opening of the
CRAC channel, but a long-lasting elevated Ca**
concentration within the cytosol may lead to apoptosis.
To avoid cell death, CRAC channels use a rapid calcium
dependent inactivation (CDI) which occurs over tens of
ms (Hothy Penner; 1992, Zweifachy Lewis; 1993). CDI
is most pronounced in Orai3 currents in comparison to
Orail and Orai2 (Lisy col.; 2007, Frischaufy col.; 201 I).
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We and others were able to show that a cooperative
interplay of cytosolic domains of Orai proteins enables
the fine-tuning of fast inactivation (Lee y col.; 2009,
Mullins y col.; 2009, Srikanth y col.; 2010b, Frischauf y
col; 2011). Additionally, fast inactivation of Orai
channels is also regulated by CaM binding to the N-
terminus and a CRAC modulatory domain (CMD,
amino acids 474-485) within STIMI| (Derler y col;
2009b, Leey col.; 2009, Mullinsy col.; 2009).

On the other hand, it has also been reported
that expression levels of STIM | :Orail may influence the
extent of CDI (Scrimgeour y col.; 2009). Therefore,
although Orai channels take advantage of multiple
domains controlling CDI, the number of STIM
molecules bound to a CRAC channel not only highly
influences its ability to open but also to inactivate after
Ca'' entry.

Physiological relevance of STIMI and Orail
proteins.

Proteins of the STIM and Orai family play a major role in
Ca’" signalling in immune cells (primarily T- and B-
lymphocytes) and diverse tissues. The loss of Orail
function in humans causes severe combined
immunodeficiency (SCID), in most cases a lethal disease
(Feske y col.; 2006). During T-cell activation the ability
to generate Ca’’ signals gets lost whereby gene
expression cannot be regulated. Additionally, mast cells
with a defect in either STIM or Orai exhibit a
considerable defect in degranulation. As STIMI and
Orail are also highly expressed in skeletal muscle
(Williams y col.; 2001, Gwack y col.; 2008, Stiber y col.;
2008, Vigy col.; 2008, McCarl y col.; 2009), it could be
explained why patients suffering from SCID may also
display a mild muscle myopathy coming along with
reduced strength and endurance (McCarly col.; 2009).
Orail is upregulated in injured vascular smooth muscle
cells and is required for gene regulation (Zhang y col.;
2011b).

Ca’* is also an essential signal for platelet
activation, leading to clotting, haemostasis and
thrombosis. In STIM” or Orai” mice platelets show
deficiencies in Ca’* homeostasis, activation and
thrombus formation in vitro (Braun y col.; 2008, Varga-
Szabo y col; 2008, Bergmeier y col.; 2009).
Furthermore, human platelets from type 2 diabetic
patients display reduced SOCE, which is likely mediated
by impairment of the association of STIMI with the
channel subunits Orail, but also with hTRPCI and
hTRPC6, and might be involved in the pathogenesis of
the altered platelet responsiveness observed in diabetic
patients (Jardin y col.; 201 1). Humans lacking Orail
function can also manifest altered function of eccrine

sweat glands which leads to dry skin and defects in
thermoregulation (McCarl y col.; 2009, Zhang y col,;
201 1b). An excellent review by Shaw and Feske
summarized the (patho-) physiological functions of
STIMI and Orail in the immune system (Shaw y Feske;
2012).

The discovery of STIM and Orai genes led to a
remarkable way of progress in the field of store-
operated calcium entry. Structure-function analysis of
these proteins in combination with a structural picture
of STIMI domains unravelled essential steps from ER-
store depletion to Ca’* entry. However, it is still
unresolved how STIMI| manages to extend the Orai
gate, how STIMI/Orail domains modulate channel
activity but also the interplay with further regulatory
proteins. Clearly, the first structural paper (Yang y col.;
2012) resolving part of STIMI C-terminus with 3D
resolution is an important step towards crystallization
of the whole STIM/Orai machinery for elucidation of the
complexactivation steps.
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La sinapsis es e

aparato” que disponen las neuronas para la transmision de informacion en el cerebro. Distintos tipos de

sinapsis poseen un nimero muy variable de vesiculas sinapticas y distinta eficacia para la liberacién de neurotransmisores.

Sorprendentemente, sélo unas pocas vesiculas sinapticas por sinapsis del total se movilizan durante la actividad cerebral.

Experimentos recientes intentan explicar el por qué las vesiculas sinapticas estan en exceso en un terminal nervioso.

En el cerebro humano, cada una de las neuronas, del
billén (10"%) que tenemos, envia su axén para hacer mil
contactos sinapticos por término medio con las
dendritas o soma de otras neuronas. Estos contactos
entre neuronas forman redes neuronales en las que se
transmite informacién, se procesa y se generan las
funciones cerebrales. La sinapsis es la encrucijada en la
transmisién de informacién, sujeta a fendmenos de
regulacion, como la facilitacion potenciacién o
depresién y es la responsable del ajuste fino de la
propagacién del mensaje entre neuronas. La
coordinacién, expresividad y sutileza de los
movimientos de Duato, la rapidez, anticipacién vy
precisién de los movimientos de Messi, la elaboracién
de pensamientos logicos dispuestos en forma de teoria
cientifica, o la emotividad que puede causar la precisién
en la secuencia de palabras de un poeta, sélo son
posibles por la accién concertada, precisa y regulada de
multiples sinapsis en redes neuronales cerebrales. La
sinapsis es, pues, el aparato fundamental en la funcién
cerebral.

Cada sinapsis esta compuesta por una
maquinaria molecular (Sudhof; 1995) y celular (Stevens;
2004) perfectamente orquestada, de la que
continuamos conociendo detalles. La caracterizacién
moleculary funcional de proteinas nos permiten ubicar
cada etapa del proceso y nos ofrecen una vision mas
ampliay precisa de cdmo el impulso nervioso viaja entre
las estructuras cerebrales. Este conocimiento
enriquece nuestra comprensiéon de una determinada
funcién cerebral y nos ayuda a entender cémo
alteraciones de la sinapsis desencadenan enfermedad.
Conocer desde el punto de vista basico la funcién
sindptica y profundizar en el conocimiento
reduccionista de la sinapsis no es solamente afiadir mas
datos a algo que ya sabemos cémo funciona. En el caso
de la sinapsis la riqueza de conocimientos que ha tenido
lugar en los Ultimos 60 afos ha permitido en varias
ocasiones modificar nuestro paradigma experimental y
nos ha situado, cada vez que esto ha ocurrido, en una

mejor posicién y mas privilegiada para entender la
funcidn sinaptica.

De los muchos componentes celulares vy
moleculares existentes en la sinapsis, las vesiculas
sindpticas ocupan un lugar destacado, pues sirven de
almacenamiento de la unidad de informacién que se
transfiere en el cerebro, el cuanto de neurotransmisor.

Cada sinapsis esta especializada en su funciény
poseen distinto tamafo y numero de vesiculas
sinapticas (Rizzoliy Betz; 2005). Las de mayor tamanoy
donde la transmisién de informacién es el objetivo
fundamental, poseen mayor nimero de vesiculas
(células bipolares de retina ~ 700.000, placa motora ~
500.000, Caliz de Held ~150.000). Por el contrario, la
mayor parte de sinapsis del Sistema Nervioso Central
son mas pequenas y contienen entre 100y 200 vesiculas
sinapticas, no siendo tan eficaces en la transferencia de
informacién y estando sujeta a mayor regulacion. Es
curioso observar cémo las células bipolares de la retina
agrupan sus vesiculas en un solo botén sinaptico, de las
que liberan un alto nimero en cada activacién neuronal,
mientras que las neuronas de hipocampo poseen varios
miles de contactos sinapticos individuales, separados en
el espacio y conteniendo un centenar de vesiculas
sinapticas cada una. Sin embargo el nimero total de
vesiculas sinapticas en cada tipo neuronal es similar. La
diferencia estriba en que el nimero de vesiculas
sinapticas liberadas por cada impulso nervioso en el
caso de las células bipolares de la retina es alto —alta
eficacia- pero muy localizado, mientras que una
neurona de hipocampo probablemente libera un
numero similar  de vesiculas pero en sinapsis
distribuidas espacialmente sobre distintos segmentos
de otras neuronas, lo que le confiere un mayor nivel de
procesado de lainformacion.

En todas las sinapsis, las vesiculas sinapticas
sufren un proceso de reciclaje. Los primeros
experimentos que apuntaron a que la membrana
vesicular se recicla datan de 1970 (Bittner y Kennedy;
1970). En una serie de elegantes experimentos



realizados en el cangrejo de rio llegaron a la conclusién
de que una motoneurona liberaba 50 cuantos/impulso,
lo que daba lugar, al disparar a 20 impulsos/segundo, a la
liberacién de 4.5 x 10’ cuantos/hora. Este alto nivel de
activacion daria lugar a la sintesis de unos 24 mm’/hora
de membrana si el material lipidico de las vesiculas
sinapticas se perdiese durante la actividad. Bittner y
Kennedy concluyeron que este nivel de sintesis de
membrana no tiene lugar ni en neuronas en proceso de
crecimiento y que la Uinica posibilidad de incorporar esta
cantidad de membrana seria a partir de la reutilizacién
del material vesicular para la sintesis de nuevas vesiculas
sinapticas en el propio terminal nervioso. Del mismo
modo propusieron que deberia existir un balance entre
la incorporacién de membrana tras la liberacién de
neurotransmisor y la eliminacién de la misma en el
terminal, pues no observaban crecimiento del terminal
tras la estimulacion.

Esta observacién condujo a otros experimentos
encaminados a mostrar con mayor claridad cual es la
secuencia temporal entre la incorporacién de
membrana vesicular y la llegada del impulso nervioso,
asi como el lugar donde se produce la recaptacién de
membrana (Ceccarelli y col.; 1973, Heuser y Reese;
1973, Heuser; 1989, Fesce y col.; 1994). Estos
experimentos clasicos utilizaron la técnica de
congelacién ultrarapida milisegundos después de la

estimulacién para mostrar los cambios morfolégicos
que tienen lugar tras la estimulacion. Si bien hubo
consenso entre el grupo de Heuser y Reese y el de
Bruno ceccarelli, ya que se confirmé la hipdtesis
vesicular de liberacién de neurotransmisor promulgada
por Del Castillo y Katz (Del Castillo y Katz; 1954),
discreparon profundamente en la forma de cémo se
produce el mecanismo de reciclado vesicular. Ain hoy
dia se discute este punto y se utiliza como ejemplo para
analizar cudles son las vicisitudes por las que atraviesa el
pensamiento humano a la hora de establecer teorias
cientificas (Rosenberger; 2008).

Independientemente de la eficacia en la
transmisién de informacién en una sinapsis, las vesiculas
sinapticas tienen distinta facilidad para ser liberadas. Se
organizan en poblaciones o contingentes. Las vesiculas
que se encuentran mas cerca de la membrana
presinaptica son las que mas facilidad tienen para
fusionarse y las que mayor proceso de maduracién han
sufrido. Este contingente es el de Liberacién Inmediata,
o RRP (Ready Releasable Pool). No hay mucho espacio
en la membrana presinaptica para disponer vesiculas
listas para liberarse ( 5-8 en un sinapsis de neurona de
hipocampo), pero disponen de interacciones
moleculares con las proteinas de reconocimiento
existentes en la membrana presinaptica, las t-SNAREs
(sintaxina y SNAP25)(Sollner y col.; 1993, Rothman;

Figura |. Esquema de los contingentes de vesiculas sinapticas en un terminal de neuronas de hipocampo. Las vesiculas se

encuentran distribuidas en tres contingentes de distinto tamano. El contingente de reserva supone aproximadamente el 85% (unas |170)

del total de vesiculas sinapticas. El contingente de reciclaje (15%, unas 30 vesiculas) representa a las vesiculas sinapticas que se fusionan

con la membrana presinaptica, y liberan neurotransmisor, tras la estimulacién neuronal. Dentro del contingente de reciclaje se pueden

distinguir una pequena fraccion de vesiculas de liberacién inmediata (5%, “Ready Releasable Pool”, RRP) y otra fraccién ligeramente

superior (10%) de vesiculas de reserva.
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1994, Takamoriy col.; 2006) que les permite una accién
inmediata de liberacién de neurotransmisores
(microsegundos). Esta maquinaria molecular est listay
esperando que la llegada del potencial de accién abra
canales de calcio y provoque un incremento de la
concentracién de calcio en la inmediata vecindad de las
vesiculas y se active el proceso de fusién de membranas
(Neher; 1998). Este proceso es extremadamente
rapido, y requiere de un cambio conformacional
generado por el “sensor” de calcio. La sinaptotagmina,
parece ser la proteina que inmersa entre las proteinas
del complejo de fusion (t-SNAREs y v-SNAREs), facilita
la fusibn de membranas y por tanto el proceso de
exocitosis (Fernandez y col; 2001). Existe un
contingente de vesiculas que no se encuentran en
contacto con la membrana presinaptica pero que
pueden ser utilizadas por el terminal cuando existe
mayor actividad neuronal. Este contingente recibe el
nombre de Reserva (“Reserve Pool”) y supone unas 20
vesiculas. Por (ltimo, y el contingente de mayor
tamafno, de unas |70 vesiculas, es el de vesiculas
sindpticas que aparentemente no son utilizadas en el
terminal nervioso incluso en situaciones de maxima
estimulaciéon. A este contingente se le conoce con el
nombre de Reposo (“Resting Pool”) y su funcién esta
aun por esclarecer. Dado que aparentemente sélo las
vesiculas que participan en la transmisién sinaptica son
las que pertenecen a los contingentes RRP y Reserva, al
conjunto de las vesiculas de estas dos poblaciones se las
conoce como Contingente de Reciclaje (“Recycling
Pool”) (Ver Figura I).

La primera evidencia de organizacién en
poblaciones de vesiculas se realizé hace 50 afios en la
médula adrenal donde la liberacién de catecolaminas se
producia con distinto umbral para la estimulacién (Birks
y col.; 1960). En neuronas, la caracterizacion de los
contingentes vesiculares se ha hecho gracias al uso de
sondas genéticamente modificadas que expresan en
neuronas la proteina fluorescente verde (GFP) unida al
amino o carboxilo terminal intraluminal de proteinas de
las vesiculas sinapticas. Las mas utilizadas son la
sinaptobrevina-pHluorina, sinapsina-pHluorina o
transportador de glutamato-pHluorina (Miesenbock y
col.; 1998, Ryan; 2001). Estas pHluorinas son sensibles
al pH, de tal forma que a pH acidos, como el que existe
en el interior de las vesiculas sinapticas (~6), se
encuentran apagadas (“quenched”), iluminandose
cuando el pH es fisiologico (7.4). El cambio de pH
vesicular tiene lugar cuando se produce la exocitosis de
las vesiculas sinapticas o cuando se bloquea
(bafilomicina) o elimina el gradiente de protones
vesicular con cloruro aménico. La actividad sinaptica
revelada por las pHluorinas consiste en incrementos
transitorios de fluorescencia debidos a la exocitosis y

endocitosis y reacidificacion de las vesiculas sinapticas.
Para estimar el nUmero total de vesiculas se utiliza la
bafilomicina, que bloquea la reacidificacién de vesiculas
sinapticas. Tras la aplicacion de 500 potenciales de
accién en brotes de 100, se observa un incremento de
fluorescencia que alcanza saturacion (Figura 2). Este
incremento muestra el contingente de vesiculas RRP y
de reserva. La posterior adicién de cloruro aménico,
pone de manifiesto vesiculas del contingente de reserva
que no son liberadas por la estimulacién.

El tipo de experimento descrito anteriormente
es la base de la cuantificacién actual de los contingentes
vesiculares en neuronas. Sin embargo, estos
experimentos se han realizado en condiciones de
estimulacion méxima mediante electrodos colocados
en la vecindad de las neuronas (estimulacién de campo).
{Qué contingentes vesiculares se movilizan durante la
actividad sinaptica normal? (Se utilizan en algin
momento las vesiculas del contingente de reserva?
{Pueden darse situaciones en una neurona en las que se
alcance un nivel de estimulacién maxima?

Estas preguntas son claves para entender el
funcionamiento de una sinapsis en situacién fisiolégica.
Erwin Neher y cols han publicado recientemente
(Denker y col.; 201 1a) que en sinapsis “in vivo” en 10
modelos animales, que incluyen desde nematodos hasta
neuronas de mamiferos, sélo entre el | y el 5% de las
vesiculas sinapticas se ponen en funcionamiento en
sinapsis funcionales observadas durante periodos de
tiempo de varias horas. Este porcentaje es muy
pequeno, e incluso no alcanza siquiera a la tercera parte
de la poblaciéon del contingente de reciclaje. Una
observaciéon interesante es que de esta pequena
poblaciéon de vesiculas que se utilizan en la actividad
sinaptica fisioloégica se entremezclan con las vesiculas
que forman parte del contingente de reciclaje. Otro
hecho a destacar es que el contingente de vesiculas del
RRP se renueva constantemente.

Estos datos son sorprendentes y apuntan,
ademas, a que el reciclaje de la membrana vesicular
tiene lugar en zonas muy préximas a la zona activa.
Klingauf y cols (Hua y col.; 2011) sugieren que la
magquinaria molecular de las propias vesiculas esta lista
para ser reutilizada, a esta membrana lista para ser
internalizada la llaman el “readily retrievable pool”.
Argumentan que el camino tradicional de
internalizacién mediado por clatrina, que tiene lugar en
zonas laterales del terminal sinaptico, ademas de
alejado, parece ser demasiado lento para la reutilizacién
vesicular. Utilizando microscopia de alta resolucién y
nanoparticulas (Q-dots) el grupo de Tsien ha llegado a
una conclusién similar; el lugar de internalizacién es muy
préximo a la zona activa y que el nivel de ocupacién de
esta zona por vesiculas sinapticas afecta a la



Figura 2. Registro de epifluorescencia en una neurona que sobreexpresa la sinaptopHIluorina donde se ha inhibido la reacidificacién vesicular

con bafilomocina. Tras a la aplicacién de 500 estimulos en trenes de 100 se observa incremento de fluorescencia de la sinaptopHluorina al

producirse la fusién de vesiculas sinapticas. Mayor nimero de estimulos no produce incremento adicional de fluorescencia debido a la

deplecién progresiva que se produce de las vesiculas sinapticas con el estimulo repetido. La aplicacién posterior de cloruro aménico (NH,CI)

produce un incremento adicional de fluorescencia debido al encendido de vesiculas sindpticas que no se movilizan por la estimulacion

(contingente de reposo).

probabilidad de liberacién de neurotransmisor (Park y
col.;2012).

Poca evidencia experimental existe sobre la
necesidad de disponer del 85% de vesiculas del
terminal sin utilizar. Se sabe que las vesiculas sinapticas
del contingente de reposo puede intercambiarse entre
distintos terminales. Experimentos en neuronas de
hipocampo en cultivo que realizan contactos sinapticos
en forma de varicosidades, han mostrado que una
fraccién sustancial de las vesiculas se intercambian entre
botones (Darcy y col.; 2006). Su significado funcional se
desconoce. Mas recientemente, Erwin Neher, Silvio
Rizzoli y cols (Denker y col.; 2011b), han lanzado la
hipétesis de que las vesiculas del contingente de reserva
sirven de sistema de tamponamiento de proteinas en el
terminal, y que de alguna forma ain por determinar,
estas proteinas, esenciales por otra lado para la
transmisién sinaptica (SNAREs, sinaptotagmina,
sinaptofisina, etc), son transportadas y utilizadas en las
vesiculas que finalmente van a ser las encargadasde de
liberar el neurotransmisor a la hendidura sinaptica.
Parte de sus conclusiones se apoyan en experimentos
“in vitro” donde vesiculas sinapticas aisladas secuestran
proteinas solubles, un proceso que es inhibido por la
elevacion de iones de calcio. De esta manera el acimulo
de vesiculas sinapticas de reposo impedirian el lavado de
proteinas solubles esenciales parala neurotransmision.

En resumen, de los avances recientes que se

han producido en sinapsis cabria destacar la
identificacién molecular y funcional de las proteinas
sinapticas y que sélo un pequeno nimero de vesiculas
sinapticas del total que hay en un terminal participan
durante la actividad sinaptica “in vivo”. Esto lleva
implicito que el lugar de membrana donde se produce el
reciclaje vesicular en situacién fisiolégica esta muy
préximo a la zona activa. El reciclaje mediado por
clatrina tendria lugar en condiciones de estimulacién
maxima, no fisioldgica, tal como se habia propuesto en
el modelo clasico de Heuser y Reese (Heuser y Reese;
1981).
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La Atrofia Muscular Espinal (AME) es la enfermedad genética que mas frecuentemente causa mortalidad infantil en la
actualidad y la segunda mas frecuente entre las enfermedades autosémicas recesivas, con una incidencia de |:10000
nacidos vivos y una frecuencia de portadores de |:35. Esta causada por la ausencia o mutacién en homozigosis del gen

SMNII, localizado en el cromosoma 5.

SMNI codifica la proteina de Supervivencia de
Motoneuronas (SMN). En humanos existe un duplicado
de SMNI de localizacién mas centromérica
denominado SMN2 que difiere de SMNI en la regién
codificante en una sola base del exén 7. Esta pequena
diferencia hace que la proteina SMN producida a partir
de SMN2 sea en su mayoria (~90%) defectuosa
(truncada en su extremo C-terminal, SMNA7) mientras
que SMN | siempre da lugar a la proteina completa. En
la poblacién general normalmente existen dos copias de
SMN (una por cada cromosoma) y un nimero variable
de copias de SMN2 (0-4). En los pacientes con deleccién
o mutaciones en SMN la sintomatologia depende del
numero de copias de SMN2 que posean y, por tanto, de
la cantidad de proteina SMN completa que puedan

expresar (Lefebvrey col.; 1995).

SMN es una proteina ubicua de 294
aminoacidos (38 kDa) que se encuentra normalmente
en el nicleo y en el citosol de las células. En el
nucleoplasma se localiza en los llamados “gems”,
estructuras gemelas de los Cuerpos de Cajal. Forma
parte del complejo multiproteico necesario para el
ensamblaje de las ribonucleoproteinas nucleares
pequenas (snRNP) y participa también en la maduracién
de los ARNm en el espliceosoma (Liu y col.; 1997,
Pellizzoni y col.; 1998). Es una proteina que posee un
dominio Tudor central flanqueado por un dominio rico
en lisinas, y otro en prolinas. El dominio Tudor es
frecuente en las proteinas que interaccionan con ARN.
El dominio rico en prolinas interacciona con profilina,



una proteina que se une a actina y que participa en el
“splicing” de ARNm. En el citosol SMN interacciona
consigo misma y con distintas geminas (geminas2-8)
formando el complejo multiproteico SMN que, a su vez,
interacciona con otro grupo de proteinas denominadas
Sm facilitando la formacién del complejo snRNP. Una
vez formado el complejo entra en el nicleo y junto a
otras proteinas participa en el procesamiento de los
pre-ARNm. La proteina SMN truncada, SMNA7, no es
capaz de oligomerizarse ni de interaccionar
correctamente con las RNP ni con profilina, es inestable
y se degrada rapidamente.

Manifestaciones clinicas.

Desde el punto de vista clinico AME es una enfermedad
neurodegenerativa que produce fundamentalmente
alteraciones motoras, aunque recientemente se han
descrito también alteraciones cardiovasculares vy
autonémicas en algunos casos. Los pacientes con
niveles bajos de SMN presentan debilidad muscular,
atrofia de los musculos troncales y proximales de los
miembros vy, finalmente, pardlisis por degeneracién de
las motoneuronas espinales y de los ntcleos motores
craneales. La enfermedad se clasifica en cuatro tipos (I-
IV) en funcién del momento de aparicién de los
sintomas y de la severidad de los mismos. Los pacientes
con AME tipo | (enfermedad de Werdnig-Hoffman), la
mas severa, presentan sintomatologia antes de los 6
meses de edad (hipotonia generalizada), no son capaces
de sentarse Y, sin soporte adecuado, mueren de
insuficiencia respiratoria antes de los 2 anos. Los
pacientes tipo |l suelen presentar sintomas entre los 6 y
I8 meses de edad. No pueden andar sin ayuda y su
pronéstico depende de las complicaciones
respiratorias. En el AME tipo Ill (enfermedad de
Kugelberg-Welander) los sintomas generalmente
aparecen después de los 18 meses durante la infancia.
Son capaces de andar pero progresivamente van
perdiendo esta funcién. Finalmente, en el tipo IV de
AME la sintomatologia progresa lentamente,
pudiéndose iniciar tanto en la infancia como en la vida
adulta.

Funciones de SMN.

A pesar de que SMN es una proteina ubicua esencial
para la vida que se expresa altamente durante el
desarrollo prenatal, tras el nacimiento su nivel de
expresién disminuye excepto en las motoneuronas
espinales. No se conoce, sin embargo, a qué se debe
esta diferencia y qué hace que las motoneuronas,
fundamentalmente las que inervan musculos axiales y
proximales, sean especialmente vulnerables a Ila
deficiencia de SMN. Se postula que SMN, ademas de su
funcién general en la maduracién de los ARNm, tiene

una funcién especifica en motoneuronas. De hecho, se
ha encontrado SMN en estructuras granulares similares
alas RNP en las dendritas, en el cono axénico y viajando
a lo largo del axén hasta el terminal presinaptico
(Jablonkay col.; 2001, Fan y Simard; 2002). El déficit de
SMN en motoneuronas en cultivo procedentes de
ratones deficientes en SMN, o en motoneuronas en las
que se ha disminuido in vitro la expresién de la proteina
mediante ARN de interferencia (Garceray col.; 201 ),
da lugar a un menor crecimiento de las neuritas y del
cono axénico, con una disminucién de actina y de
canales de calcio, déficit del transporte axénico de
ARNmM para la transduccién local, como ARNm para (3-
actina, y acumulo de neurofilamentos en las ramas
axonicas intraterminales (McWhorter y col.; 2003,
Rossoll y col.; 2003, Jablonka y col.; 2007). Asi mismo,
en algunos modelos animales de AME, como en pez
cebra, se ha observado que la disminucion de SMN
altera la axonogénesis y la trayectoria de los axones
motores hacia su diana especifica (Oprea y col.; 2008).
Este tipo de alteracién, sin embargo, no parece tener
lugar en mamiferos, posiblemente por la existencia de
mecanismos compensatorios (Torres-Benito y col;
2012).

Estudios funcionales a nivel de la unién
neuromuscular (NMJ) en distintos modelos animales de
AME han demostrado alteraciones en la funcién
sinaptica de los terminales motores que preceden con
mucho a la disminucién del nimero de motoneuronas
en la médula espinal, por lo que se ha postulado que
AME podria ser una enfermedad de la sinapsis. Es mas,
el nimero de contactos sinapticos entre las neuronas
sensoriales propioceptivas y las motoneuronas
espinales estd disminuido de forma temprana (Ling y
col.; 2010, Mentisy col.; 201 I).

En el modelo murino de AME tipo severo,
carente de Smn (el gen en ratones ortélogo de SMNI) y
con expresion transgénica de SMN2 y SMNA7, se ha
demostrado recientemente que se produce una
disminucién de alrededor del 50% en la liberacién de
neurotransmisor (Kong y col.; 2009, Ruiz y col.; 2010).
Este déficit se acompana en uno de los misculos mas
afectados por esta enfermedad, el transverso
abdominal, de una alteracién en la homeostasis de Ca**
intraterminal (Ruizy col.; 2010). Ademas, los terminales
motores presentan alteraciones estructurales
especificas como agrupacién excesiva de las vesiculas
sinapticas, disminucién de mitocondrias y zonas activas
y organizacion andémala de microtubulos y
neurofilamentos (Torres-Benito y col.; 2011). Todas
estas alteraciones sugieren una interrupcion de la
maduracién sindptica postnatal en los terminales
presinapticos que se acompana en la mayoria de las NM]
de una parada en lamaduracién postsinaptica.
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Por tanto, es posible que la desregulacién del
citoesqueleto en el axén y en el terminal presinaptico
altere la funciéon mitocondrial y la neurotransmisién a lo
que contribuye la sobrecarga citosélica de Ca™* durante
los periodos de actividad, dando todo lugar en udltimo
término alaalteracién de laviabilidad del terminal.

Genes modificadores.

Es interesante resaltar la existencia de hermanos
discordantes de esta enfermedad, es decir, que
presentan ausencia de SMN | e igual nimero de copias
de SMN2 pero manifiestan muy distinto grado de
afectacién motora. Esto ha planteado la posibilidad de la
existencia de genes modificadores para SMN. Uno de
estos genes es PLS3 que se localiza en el cromosoma Xy
que codifica una proteina del citoesqueleto denominada
plastina 3 (PLS3). Se ha visto que PLS3 se encuentra
elevada en algunas hermanas discordantes con poca o
ninguna sintomatologia en  comparacién con sus
hermanas afectas (Oprea y col.; 2008). Normalmente,
PLS3 se expresa fuertemente en las motoneuronas
espinales, tanto en la etapa embrionaria como adulta
(Oprea y col.; 2008). Una de sus funciones mejor
conocida es la de interaccionar con los filamentos de
actina con los que forma puentes, favoreciendo la
formacién de haces y la reorganizacién y elongacién de
las estructuras de actina. PLS3 se asocia, asi mismo, con
SMN aunque no se ha demostrado interaccién directa
(Oprea y col.; 2008). La sobreexpresién de PLS3
aumenta la expresién de F-actina in vivo y en neuronas
en cultivo aminora las manifestaciones patologicas
tipicas de la ausencia de SMN como son la disminucién
de la longitud de las neuritas o la reduccién del cono
axoénico. Por otro lado, los niveles disminuidos de SMN
en modelos animales se acompafan de niveles bajos de
PLS3 y altos de profilina lla, una proteina pequefa de
unidn a actina que disminuye su estabilidad y, por tanto,
regula negativamente el crecimiento de las neuritas.
Estos datos sugieren que las alteraciones en el
citoesqueleto pueden ser importantes en la patogenia
de esta enfermedad, sobre todo la posible alteracién de
la dindmica de la actina en los terminales nerviosos
donde regula la movilidad de las vesiculas y las
mitocondrias y, en general, participa en la organizacién
de los organelos.

Perspectivas terapéuticas.

Actualmente la AME es una enfermedad que no tiene
curay solo los cuidados paliativos sirven para mejorar la
calidad de vida y la supervivencia de los pacientes. No
obstante, se estan ensayando numerosas estrategias
terapéuticas en los modelos animales disponibles. Al ser
una enfermedad monogénica el abordaje orientado a
corregir o aminorar el defecto genético estd siendo

ampliamente explorado. Se ha ensayado con éxito en el
modelo murino de AME el aumento de la expresién de
SMN mediante vectores virales de tipo adeno-asociado
(scAAV9-SMN) con capacidad para atravesar la barrera
hematoencefalica (Passini y col.; 2010) administrados
tempranamente (I-2 dias después del nacimiento)
mediante inyeccion en la vena facial. Otro abordaje
tiene como objeto aumentar la tasa de produccién de la
proteina SMN completaincrementando la transcripcién
de SMN2 con inhibidores de las desacetilasas de
histonas, como acido valproico, tricostatina A 6
fenilbutirato (Riessland y col.). Asi mismo,
recientemente se ha probado con éxito en el ratén
modelo de AME el aumento del procesamiento
correcto del pre-ARNm de SMN2 mediante el uso de
oligonucleétidos antisentido (ASO). Los ratones
tratados tempranamente con ASO por via subcutanea e
intracerebroventricular (Hua y col.; 2011) o por via
venosa (Porensky y col.) aumentan su expectativa de
vida media desde 10 dias hasta > | 50-300 dias, de forma
dosis dependiente y, aun presentando bajo peso y
algunas necrosis periféricas, recuperaen gran medida la
funcién motora. En los ratones mutantes no tratados los
niveles de IGF-1 (factor de crecimiento insulinico I)
circulantes y tisulares son practicamente nulos a pesar
de que la cantidad de mensajero en el higado (donde se
produce el 75% del factor tréfico) es normal (Hua y
col.; 2011). Los datos de estos autores sugieren,
ademas, que es la disminucién de la proteina
transportadora de IGF-1 (IGFALS), cuya expresién esta
regulada por SMN, la responsable principal de la
deficiencia en los tejidos de IGF-1 y, posiblemente, es
este déficit un elemento importante en la patogenia de
esta enfermedad.
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Hodgkin y Huxley hicieron magia. Una magia que nadie podria definir mejor que el Profesor Latorre, como representante de la escuela Biofisica
chilena, una de las mejores del mundo.

Pero mas alla (quiza demasiado “mas alla”) de la inigualable relevancia cientifica de su trabajo, Hodgkin y Huxley suponen para mi una fuente
de inspiracién a la que a menudo recurro. En primer lugar, su trabajo constituye el primer modelo matematico que describe y predice un fenémeno
biolégico. Una vez lef una frase, del también Premio Nobel Sydney Brenner, que se referia a este tema. Decia “¢Biologia de sistemas? Hoy todo el mundo
habla de eso. Pero esto se inventé hace mucho tiempo, se llama Fisiologia”. Sin duda, tenia a Hodgkin y Huxley en la cabeza. Su modelo del potencial de
accioén es larepresentacion inequivoca de la biologia cuantitativa, rigurosa: la Ciencia, con C mayUscula. Este hecho tiene alin mas impacto cuando uno
piensa en las fechas en las que desarrollaron su carrera, y aqui reside mi otro punto de inspiracién. Pese a que sus articulos mas relevantes estan
publicados a principios de los afios 50 y obtuvieron el premio Nobel en el afio 1963, una gran parte de su trabajo fue realizado en Inglaterra en los afios
40, icon la Il Guerra Mundial sobre sus cabezas!. De hecho, A. Huxley, que era estudiante de medicina al comienzo de la guerra, tuvo que interrumpir
sus estudios porque los continuos bombardeos provocaron la interrupcion de las clases. Asi, aplicé sus conocimientos de fisiologia y matematicas
dentro del grupo de investigacion militar de P Blackett, entre otras cosas trabajando en la optimizacién del uso de datos del radar (muy rudimentario
auln) y su aplicacién al armamento antiaéreo. No fue hasta 1941, tras conseguir una beca de investigacién en el Trinity College, cuando retomé su
investigacion sobre la transmision bioeléctrica junto con A. Hodgkin. A menudo me pregunto cuantas veces se cuestionaron si seguir adelante merecia
la pena. Y quiza la respuesta es “ninguna”... tenian una pregunta cientifica que valia la pena y un sistema para contestarla. {Cémo no iban a seguir
adelante?. Se construyeron su propio equipo (me pregunto cual era su presupuesto en aquellos tiempos dificiles, recién terminada la guerra, y en
Inglaterra....) y describieron matematicamente uno de los procesos fisiologicos mas relevantes. En estos momentos, en los que vemos temblar
nuestro futuro como cientificos, pienso que Hodgkin y Huxley no sélo elaboraron un modelo, sino que son un “modelo” en si mismos. Hicieron
ciencia a pesar de todo. En nuestra “guerra” actual, debemos basarnos en su mismo espiritu y no olvidar laimportancia de lo que somos: cientificos.
Buscadores de conocimiento.

Desde hace dos afios tengo el placer de explicar, en uno de los cursos del master de Biomedicina de la Universidad de La Laguna, el modelo



de Hodgkin y Huxley. Y es un placer (y un honor) porque lo hago con Patricio Rojas, uno de los discipulos de Ramén Latorre. Durante dos clases
disfrutamos (quiza mas yo que él) deduciendo con los alumnos cémo, sin saber qué era un canal i6nico, se llegd a modelar con una exactitud
asombrosa la variacion del potencial de membrana en un axén: el potencial de accién. Este afo lo hicimos en dos turnos. El mio era el segundo.
Cuando terminé la explicacion, puse un grafico con la prediccion del modelo para la variacién del potencial en el tiempo. Manteniendo la emocién,
mostré lentamente los datos experimentales, que por supuesto son practicamente indistinguibles de la prediccién. Mirando atentamente a la pantalla,
en el grupo de estudiantes al menos tres pares de ojos se abrieron inmensamente, y un susurrado “increible” me llené de alegria. Alin ahora, mas de 50

afos después, Hodgkin y Huxley siguen haciendo magia.

Andrew Fielding Huxley (1917-2012) y la Escuela Chilena de Biofisica

Ramén Latorre

Director del Centro Interdisicplinar de Neurociencias de Valparaiso, Chile.

Miembro del Comité Cientifico del Centro de Investigaciones Biomédicas de Canarias (CIBICAN) y del proyecto IMBRAIN.

Mis colegas del Centro de Investigaciones Biomédicas de Canarias me han hecho saber que ha fallecido Andrew Fielding Huxlex a la edad de 94 afios.
Nunca se habria imaginado este gigante de la Biofisica y de la Fisiologia, junto con Alan Hodgkin, que podrian influenciar tanto a un grupo de biofisicos
latinoamericanos viviendo tan lejos de Gran Bretana. Huxley, junto con Hodgkin y el cientifico australiano John Eccles, ganaron el premio Nobel en
Fisiologia y Medicina en 1963 “'for their discoveries concerning the ionic mechanisms involved in excitation and inhibition in the peripheral and central
portions of the nerve cell membrane".

Mi primer encuentro con Huxley fue a través de mi profesor de Biofisica, Mario Luxoro. Me parece verlo entrar a la sala de clases y
comenzar a hablarnos de los articulos de Hodgkin y Huxley, publicados enano 1952 (1-5), como si fueran colegas suyos. Estos investigadores, nos dijo,
fueron capaces de resolver un problema que desde comienzos del siglo XX habia permanecido sin solucién: el origen iénico del potencial de accién,
que es la sefal eléctrica que comunica las diferentes partes del sistema nervioso. “Esto se ve muy interesante”, me dije yo, ilusién que durd hasta que
me enfrenté con esos articulos que contenian circuitos eléctricos incomprensibles y ecuaciones diferenciales bastante fuera del alcance de un
aprendiz de bioquimico. Pero Mario fue implacable y en una serie de clases nos hablé de cémo el potencial de accién se originaba por la entrada delion
sodio, primero, seguida de la salida del ion potasio, y que estos movimientos de cargas eléctricas a través de lamembrana del axén del calamar no solo
daban cuenta de la forma del potencial de accién, sino que también cémo éste se desplazaba a lo largo de las fibras nerviosas. Esto, que yo puedo
traducir ahora, llegdé a mis oidos en chino en esa época de estudiante y, tan es asi, que Mario me hizo repetir el curso.

Las hipétesis que puedo proponer del porqué me dediqué a la biofisica son dos: i) Por molestar a Mario y que tuviera que verme toda su

vida; oiii) para poder entender los articulos de Hodgkin y Huxley. Con el tiempo Mario se transformé en un colega muy querido, y cuando entendi esos
cuatro maravillosos articulos [el primero con Bernard Katz (1)] tuve la misma sensacién que cuando me enamoré por primera vez. iEs que por su
poder predictivo la belleza de esos articulos es increible! Nétese que en el Gltimo de esos articulos (5), donde Hodgkin y Huxley dan cuenta de la
forma, la amplitud y la velocidad del potencial de accién propagado (y en donde aparecen las famosas ecuaciones diferenciales), ellos predicen las
corrientes de compuerta (gating currents) y la existencia del sensor de potencial en los canales sensibles a cambios en el potencial de membrana. Tomé
20 anos poder demostrar la existencia de las corrientes de compuerta, y todavia un gran nimero de biofisicos trabajan en el sensor de potencial.
La influencia de Hodgkin y Huxley sobre nuestra escuela de Biofisica fue tan grande que todos los que pasamos por las manos de Mario o de sus
discipulos nos dedicamos a la electrofisiologia, y no nos ha ido tan mal. Mario y Eduardo Rojas demostraron por primera vez que la excitabilidad de los
axones del calamar que nada en la corriente de Humboldt, Dosidicus gigas, es originada por proteinas (3); Pancho Bezanillay Clay Armstrong fueron
capaces de medir y caracterizar las corrientes de compuerta (4); y Harold Lecar, Gerald Ehrenstein y yo (5) detectamos la actividad eléctrica de un
solo canal de iones dependiente de potencial en membranas artificiales (5), antes de que éstos se hicieran realidad en las membranas de las células.

Tuvimos la suerte en esta larguisima y angosta insula de tener maestros que se dieron cuenta desde el comienzo de la inmensa importancia

del trabajo de Hodgkiny Huxley, y que fueron capaces, parodiando a Newton, de sentarnos sobre los hombros de estos gigantes para mirar mas lejos.
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