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Rola izoform bialka STIM2 w regulacji neuronalnych kanaléw wapniowych w danio
pregowanym

Jony wapnia pelnia wazna rol¢ w sygnalizacji w komoérce. W wyniku aktywacji komorki
w cytoplazmie wzrasta poziom tych jonow, co uruchamia wewnatrzkomoérkowe procesy, prowadzace
do wykonania przez komodrke jej funkcji. Jony wapnia naplywaja do cytoplazmy albo z magazynow
o nazwie ER (retikulum endoplazmatyczne), albo ze $rodowiska otaczajacego komorke przez kanaty
wapniowe znajdujace si¢ w jej blonie. Uzupelnienie jonéw wapnia w ER odbywa si¢ w procesie
tzw. pojemnosciowego naptywu wapnia. Proces ten polega na tym, ze biatka sensoryczne w ER o nazwie
STIM, czuja kiedy w ER jest tych jonow zbyt mato i powoduja otwarcie kanatow wapniowych znajdujacych
si¢ w blonie komorki. Takimi kanatami sa ORAI oraz TRP. Regulacja poziomu wapnia jest szczegdlnie
istotna dla funkcjonowania uktadu nerwowego, poniewaz aktywno$¢ komoérek nerwowych, tj. uwalnianie
przez nie neuroprzekaznikoéw, ekspresja gendéw oraz zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych
sa od niego zalezne. STIM?2 jest dominujaca forma w mozgu, ale jego funkcje w przeciwienstwie do STIM1
sa mato poznane. W literaturze sugeruje sig, ze STIM1 moze reagowac nie tylko na zmiany poziomu wapnia
wewnatrz ER, ale takze aktywowa¢ naplyw wapnia do komorki w odpowiedzi na czynniki, takie jak stres
oksydacyjny lub zmiany temperatury. Do tej pory nie prowadzono badan, ktoére pozwolityby stwierdzi¢,
projektu jest zidentyfikowanie kanaldéw wchodzacych w interakcje ze STIM2, ktére poza regulacja
pojemno$ciowego naplywu wapnia uczestnicza w reakcji komodrki na zmiany temperatury lub stres
oksydacyjny.

Badania planujemy przeprowadzi¢ na rybie z gatunku danio pregowany, ktéora ma dwie postacie
sensora 0 nazwie Stim2 (a i b). Stosujac technike¢ CRISPR/Cas9, uzyskalismy linie ryb, ktore sa pozbawione
albo Stim2a albo Stim2b. W pierwszym etapie projektu, przy pomocy hybrydyzacji in situ oraz barwien
immunohistochemicznych zlokalizujemy wystgpowanie biatek Stim2a i Stim2b oraz kanatow Orai
i wybranych kanatow Trp w larwach danio oraz w skrawkach moézgu dorostych ryb. Zbadamy, jak brak
poszczegblnych form Stim2 wptywa na podstawowe parametry homeostazy wapniowej - spontaniczng
aktywno$¢, a takze reakcjg na czynniki stresowe, takie jak podwyzszenie temperatury czy stres oksydacyjny.
Korzystajac z przezroczystosci danio na wezesnych etapach rozwoju, zamierzamy przyzyciowo obrazowac
zmiany poziomu wapnia w neuronach ryb wykazujacych ekspresj¢ sondy wapniowej GCaMP5G
w komoérkach neuronalnych. Pomiary wapnia bedziemy takze prowadzi¢ w hodowlach pierwotnych
neuronow z danio, co pozwoli na uzupehienie informacji, ktéorych nie moga dostarczy¢ eksperymenty
In VIvO.

W celu identyfikacji kanatu oddzialujacego ze Stim2 planujemy przeprowadzi¢ immunoprecypitacjg,
a nastgpnie zidentyfikowa¢ zwiazane bialka za pomoca spektrometrii mas. Wyniki tej analizy beda
potwierdzane m.in. metoda Western blot, a kolokalizacja biatek Stim2 z potencjalnymi docelowymi
kanatami, metoda ligacji zblizeniowej. Interakcja migedzy kanatami wapniowymi a Stim2a lub Stim2b bedzie
wywolywana przez poddanie larw danio lub hodowli neuronéw bodzcom stresowym, takim
jak podwyzszenie temperatury czy stres oksydacyjny lub indukcj¢ pojemnosciowego naptywu wapnia.
W celu okreslenia fenotypu spowodowanego brakiem Stim2 zanalizujemy ruchliwo$¢ i reakcje larw
na $wiatto oraz zachowanie osobnikoéw dorostych w nowym $rodowisku i w testach pozwalajacych na oceng
ich zdolnos$ci poznawczych. Metoda RNA-Seq przeprowadzimy analiz¢ poziomu réznych mRNA,
aby zidentyfikowaé geny, ktorych ekspresja ulega zmianie w liniach pozbawionych Stim2. W koncowe;j fazie
projektu sprobujemy przywréci¢ prawidtowy fenotyp w hodowanych neuronach pochodzacych z tych linii
przez ekspresj¢ brakujacych biatek Stim2.

Homeostaza Ca”" jest zaburzona w wielu schorzeniach neurodegeneracyjnych, w tym w badanych
przez nas modelach choréb Alzheimera, Parkinsona i Huntingtona. Badania nasze i innych zespotow
wskazuja na znaczaca role STIM2 w patologii choroby Alzheimera. Zrozumienie zatem funkcji biatek Stim
i ich udziatu w regulacji homeostazy wapniowej u ryby danio pregowanego pozwoli stworzy¢ w przysztosci
modele réoznych choréb neurodegeneracyjnych, w ktorych wystgpuja zaburzenia homeostazy wapniowej.



