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Streszczenie

Zgodnie z hipotezg ekscytotoksycznosci, nadmierne uwalnianie glutaminianu do
szczeliny synaptycznej 1 uposledzenie mechanizmoéw odpowiedzialnych za jego usuwanie
skutkuje nagromadzeniem tego neuroprzekaznika w synapsach i prowadzi do nadmierngj
aktywacji jonotropowych receptoréw glutaminianergicznych (gtdéwnie NMDAR) oraz
niekontrolowanego naplywu jonéw wapnia (Ca®*) do komorki. W efekcie dochodzi do
zaburzen transdukcji wapniowych sygnatéw komorkowych, zmian w fosforylacji biatek
I ekspresji genéw. Zmiany te z kolei prowadza do degradacji neurondéw i przyczyniaja si¢ do
rozwoju choréb neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona
I Huntingtona. Obecnie postuluje si¢, ze zwigkszenie endocytozy nadmiernie aktywowanych
NMDAR moze ograniczaé naptyw Ca?" do komorki i dziata¢ neuroprotekcyjnie. W zwiazku
z tym przypuszcza si¢, ze bialka regulujace endocytoze nadmiernie aktywowanych NMDAR
moglyby w przyszto$ci stanowi¢ nowy potencjalny punkt uchwytu lekoéw stosowanych

W leczeniu chordb neurodegeneracyjnych.

Przyktadem biatek, ktore mogltyby potencjalnie regulowaé endocytoz¢ NMDAR, sg
petnigce funkcje sensorow Ca?" w siateczce $rodplazmatycznej, biatka STIM. Wyniki ostatnich
badan pokazaty bowiem, ze biatka STIM oddziatuja w sposob bezposredni z NMDAR i moga
ograniczaé naptyw Ca?" przez te receptory. Dlatego tez celem niniejszej rozprawy doktorskiej
byta weryfikacja hipotezy badawczej, ktora zaktadata, ze biatka STIM biorg udziat w procesie
endocytozy NMDAR. Do weryfikacji tej hipotezy zastosowano model pierwotnej hodowli
neurondéw kory moézgu szczura in vitro. W badaniach skupiono si¢ na NMDAR, ktore wykazuja
najwyzszy poziom ekspresji w tym obszarze mozgu szczura, czyli na receptorach zbudowanych
z GIuN1 i GIuN2A (GIuN2A-NMDAR) i z GIuN1 i GIuN2B (GluN2B-NMDAR).

Z zebranych danych eksperymentalnych wynika, ze na skutek krotkotrwatej, silnej
aktywacji NMDAR dochodzi do: (i) obnizenia immunoreaktywnosci GIUN1, GIuN2A
I GIUN2B w btonie komodrkowej 1 synaptosomach, (ii) zwigkszenia kolokalizacji GIuN1,
GIluN2A i GIuN2B z biatkiem markerowym wczesnych endosoméw (EEA1) oraz (iii)
zmniejszenia amplitudy catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR. Oznacza to,
ze krotkotrwata, silna aktywacja NMDAR prowadzi do endocytozy GIuN2A-NMDAR
I GIuUN2B-NMDAR. Ponadto wykazano, ze STIM2, w odréznieniu od STIM1, kolokalizuje

i ulega koimmunoprecypitacji z GIuN2A i GIuN2B, co $wiadczy o wystgpowaniu
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bezposrednich oddziatywan STIM2 z NMDAR. Co wazniejsze, oddziatywania STIM2-
GIuN2B zwigkszaly si¢ w warunkach endocytozy NMDAR.

Poniewaz biatka STIM moga ograniczaé naptyw Ca?* przez NMDAR a oddzialywania
STIM2 z NMDAR zwigkszajg si¢ w warunkach endocytozy tego receptora, w drugiej czesci
pracy badano wplyw wyciszenia ekspresji genow Stim1 i Stim2 na ten proces. W pierwszej
kolejnosci dowiedziono, ze obnizenie poziomu biateck STIM nie wplywa na
immunoreaktywno$¢ GluN1, GIuN2A i GluN2B w komorkach. Nastepnie pokazano, ze
podobnie jak w przypadku neuronéw typu dzikiego, krotkotrwata, silna aktywacja NMDAR
w neuronach po transdukcji wirusem kontrolnym (scrRNA) wydaje si¢ obnizac
immunoreaktywno$¢ GIUN1, GIUN2A i GIuN2B w btonie komorkowej i w synaptosomach oraz
powoduje obnizenie amplitudy calkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR.
Wyciszenie ekspresji genu Stiml1, podobnie jak wprowadzenie scrRNA, nie wptywato na
immunoreaktywno$¢ GIuN1, GluN2A, GluN2B w btonie komérkowej i w synaptosomach, ani
na amplitude¢ catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR. Natomiast po wyciszeniu
ekspresji genu Stim2 i krotkotrwalej, silnej aktywacji NMDAR nie obserwowano: (i) obnizenia
immunoreaktywno$ci GluN1, GIluN2A, GIuN2B w btonie komodrkowej i w synaptosomach ani
(1) obnizenia amplitudy catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR, jak to miato
miejsce w neuronach typu dzikiego. Wyniki te mogg $wiadczy¢, ze STIM2, w przeciwienstwie
do STIM1, moze regulowa¢ endocytoz¢ GIUN2A-NMDAR i GIuN2B-NMDAR.

Podsumowujac, wyniki przedstawione w ramach niniejszej pracy pokazujag nowa,
dotychczas niezidentyfikowang role biatka STIM?2, jaka jest regulacja endocytozy NMDAR po
krotkotrwatej, silnej aktywacji tego receptora. Ze wzgledu na to, ze nadmierna aktywacja
NMDAR prowadzi do neurotoksycznos$ci i neurodegeneracji a endocytoza NMDAR moze
mie¢ dziatanie ochronne dla komorek nerwowych, prowadzenie dalszych badan w tym zakresie
moze przyczyni¢ si¢ w przysztosci do opracowania terapii neuroprotekcyjnych dla pacjentow

dotknigtych chorobami neurodegeneracyjnymi.
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Summary

According to the excitotoxicity concept, excessive glutamate release and impairment of the
mechanisms responsible for its removal result in the accumulation of this neurotransmitter in
synapses, leading to excessive activation of ionotropic glutamatergic receptors (mainly
NMDAR) and an uncontrolled influx of calcium ions (Ca2*) into the cell. This in turn disrupts
Ca?* signalling, changes protein phosphorylation and gene expression, which leads to the
degradation of neurons and contributes to the development of neurodegenerative diseases such
as Alzheimer's, Parkinson's, and Huntington's diseases. Consequently, it is currently postulated
that stimulation of the NMDAR endocytosis may reduce Ca?* influx into the cell and thus have
a neuroprotective effect on neurons. Therefore, it seems that proteins that regulate NMDAR
endocytosis could constitute a new potential target for drugs used in the treatment of

neurodegenerative diseases in the future.

An example of proteins that could potentially regulate NMDAR endocytosis are STIMs, which
act as Ca* sensors in the endoplasmic reticulum. Recent research has shown that STIM proteins
directly bind with NMDARs and can reduce NMDAR-mediated Ca?* influx. Therefore, this
dissertation aimed to verify a research hypothesis regarding the role of STIM proteins in
NMDAR endocytosis. The experiments were conducted on primary rat cortical neurons in vitro.
The research was focused on the most abundant NMDARSs in this area of the rat brain, i.e.,
receptors composed of GIuN1 and GIuN2A (GIuUN2A-NMDAR) and GIuN1 and GIuN2B
(GIuN2B-NMDAR).

The experimental data collected during the study show that short-term, NMDAR overactivation
(i) decreases the immunoreactivity of GIuN1, GIuN2A and GIuN2B in the plasma membrane
and synaptosomes, (ii) increases the colocalization of GIuN1, GIuN2A, and GIuN2B with the
marker of early endosomes (EEAL) and (iii) reduces the amplitude of NMDAR-mediated
currents. This means that short-term, NMDAR overactivation leads to endocytosis of GIUN2A-
NMDAR and GIuN2B-NMDAR. Moreover, it was shown that, unlike STIM1, STIM2
colocalizes and coimmunoprecipitates with GIUN2A and GIuN2B, which indicates direct
interactions of STIM2 with NMDAR. More importantly, STIM2-GIuN2B interactions
increased after NMDAR endocytosis.
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Since STIM proteins reduce NMDAR-mediated Ca?* influx and the interactions between
STIM2 and NMDAR increase after receptor endocytosis, the second part of the study examined

the impact of Stim1 and Stim2 silencing on this process.

Firstly, it was shown that the reduction of STIM protein level does not affect the
immunoreactivity of GIuN1, GIuN2A, and GIuN2B in cell lysates. Then it was revealed that,
as in wild-type neurons, short-term, NMDAR overactivation in neurons transduced with
a control virus (scrRNA) seems to reduce the immunoreactivity of GIuN1, GIuN2A, and
GIuN2B in the plasma membrane and synaptosomes and causes a decrease in the amplitude of
NMDAR-mediated current. Stim1 silencing, similar to scrRNA transduction, did not affect the
immunoreactivity of GIuN1, GIuN2A, and GIuN2B in the plasma membrane and synaptosomes
or the amplitude of the NMDAR-mediated current. However, Stim2 silencing and short-term,
NMDAR overactivation (i) did not decrease GIuN1, GIuN2A, and GIuUN2B immunoreactivity
in the plasma membrane and synaptosomes and (ii) did not decrease the amplitude of the
NMDAR-mediated current. These results may indicate that STIM2, but not STIM1, can
regulate GIUN2A-NMDAR and GluN2B-NMDAR endocytosis.

To sum up, the results presented in this study show a new, previously unidentified role of the
STIM2 protein, which is the regulation of NMDAR endocytosis after short-term, overactivation
of this receptor. Since excessive NMDAR activation leads to neurotoxicity and
neurodegeneration, the stimulation of NMDAR endocytosis may have a neuroprotective effect.
Thus, further research in this area may contribute to the development of neuroprotective
therapies for patients suffering from neurodegenerative diseases in the future.
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Innowacyjnos¢ rozprawy

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy zbadania wptywu biatek STIM, sensoréw Ca?*
W siateczce srodplazmatycznej, na endocytoz¢ NMDAR w warunkach krotkotrwatego, silnego
pobudzenia tych receptoréw w modelu pierwotnej hodowli neuronéw kory mézgu szczura in
vitro. Jej oryginalnos$¢ i nowatorstwo wynikajg z przedstawienia danych doswiadczalnych na
poparcie hipotezy badawczej zaktadajgcej wystepowanie zaleznosci pomiedzy biatkiem STIM2
(ale nie STIM1) a procesem endocytozy NMDAR. Przedstawione badania prezentujag nows,
dotychczas niezdefiniowanag funkcje biatka STIM2 jako jednego z kluczowych biatek
regulujacych proces endocytozy NMDAR wywotany krotkotrwata, silng aktywacjag tych

receptorow.
W ponizszej rozprawie po raz pierwszy pokazano, ze:

e Bezposrednie oddziatywania STIM2 z NMDAR zwigkszaja si¢ w warunkach endocytozy
NMDAR wywotanej ich krotkotrwata, silng aktywacja. STIM1 nie oddziatuje z NMDAR
W sposob bezposredni.

e Obnizenie ekspresji genow Stiml i Stim2 nie wptywa na immunoreaktywnos¢ NMDAR
w lizatach komorkowych, synaptosomach ani btonie komoérkowe;.

e Skutkiem obnizenia ekspresji genu Stim2 jest zahamowanie procesu endocytozy NMDAR.

Obnizenie ekspresji genu Stim1 nie wptywa na proces endocytozy NMDAR.

Niniejsza rozprawa poszerza wiedze na temat biatka STIM2, wykazujac jego nowg rolg,
jaka jest regulacja procesu endocytozy NMDAR po krotkotrwatym, silnym pobudzeniu tych
receptorow. Liczne doniesienia naukowe dowodza, iz nadmierna aktywacja NMDAR prowadzi
do neurotoksycznosci i neurodegeneracji a endocytoza NMDAR moze mie¢ znaczenie
ochronne dla komorek nerwowych. Dlatego prowadzenie dalszych badan w tym zakresie moze
W przysztosci mie¢ znaczenie dla poszukiwania nowych terapii neuroprotekcyjnych dla

pacjentéw dotknigtych chorobami neurodegeneracyjnymi.
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1 Wstep

1.1 Mechanizmy regulujgce stezenie jonéw wapnia w komoérkach nerwowych

Jony wapnia (Ca?*) jako wtorny przekaznik sygnaléw komorkowych reguluja liczne
procesy zachodzace w komorkach eukariotycznych [Brini i wsp., 2014]. Dlatego tez ich

stezenie oraz przeptyw pomig¢dzy organellami komorkowymi sg $cisle kontrolowane.

W neuronach spoczynkowych stezenie Ca?* w cytoplazmie jest utrzymywane na niskim
poziomie i wynosi okoto 100 nM. W siateczce s$rodplazmatycznej (ang. Endoplasmic
Reticulum, ER), bedacej glownym wewnatrzkomérkowym magazynem Ca?*, stezenie tych
jondéw moze siggac setek mikromoli (250 - 600 uM) [Clapham, 2007]. Natomiast w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej ich st¢zenie miesci si¢ w przedziale od 1 do 2 mM [Clapham, 2007]. Tak
duzy gradient stezen utrzymywany jest przez transport aktywny Ca2* z cytoplazmy, zachodzacy
z udziatem zlokalizowanych w blonach biologicznych pomp wapniowych oraz wymiennika
sodowo-wapniowego (ang. Sodium-Calcium Exchanger, NCX; Rycina 1). Btonowe pompy
wapniowe transportuja Ca?" z cytoplazmy wykorzystujac energie pochodzaca z hydrolizy
adenozyno trdjfosforanu (ang. adenosine triphosphate, ATP). Wyrézniamy wsrod nich pompe
wapniowa blony komérkowej (ang. Plasma Membrane Ca?*-ATPase, PMCA), ktora
transportuje Ca* do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej oraz pompe wapniowa Siateczki
$rodplazmatycznej (ang. Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca?*-ATPase, SERCA), ktorej funkcja
jest transport Ca?* do ER [Clapham, 2007]. Pompy te réznig sie¢ wydajnoscia transportu Ca?".
Dla pompy PMCA stosunek ATP/Ca?* wynosi 1:1, natomiast dla pompy SERCA 1:2. NCX
transportuje Na* na wymiane z Ca" w stosunku 3:1 wykorzystujac gradient elektrochemiczny
jonow Na* [Laude i Simpson, 2009; Brini i wsp., 2014].

W wyniku pobudzenia neuronow dochodzi do uwolnienia glutaminianu do szczeliny
synaptycznej, czego rezultatem jest zwiekszony naplyw Ca?" do cytoplazmy zaréwno
z przestrzeni zewnatrzkomoérkowe;j, jak i z ER. Lokalnie stezenie Ca®" w cytoplazmie wzrasta
okoto dziesieciokrotnie do stezenia okoto 1-2 uM, natomiast w ER maleje do 100 uM [Laude
I Simpson, 2009]. Jony wapnia naptywaja do komorki nerwowej gldwnie przez znajdujace si¢
w btonie komérkowej kanaty wapniowe bramkowane napigciem (ang. Voltage-Gated Calcium
Channels, VGCC) i receptory jonotropowe, takie jak receptory dla kwasu N-metylo-D-
asparaginowego (ang. N-Methyl-D-Aspartate Receptor, NMDAR) oraz receptory dla kwasu a-
amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (ang. a-Amino-3-hydroxy-5-Methyl-
4-isoxazole Propionic Acid Receptor, AMPAR; Rycina 1), [Wojda i wsp., 2008]. Skutkiem
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dziatania  glutaminianu  jest rowniez aktywacja metabotropowych  receptorow
glutaminianergicznych (ang. metabotropic Glutamate Receptors, mGIuRs), co prowadzi do
przekazania sygnatu poprzez biatko G na fosfolipaz¢ C (ang. Phospholipase C, PLC). Enzym
ten  Kkatalizuje  reakcje  hydrolizy  fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu  (ang.
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, PIP2), w wyniku ktdrej powstaja wtorne przekazniki
informacji, takie jak inozytolo-1,4,5-trojfosforan (ang. inositol trisphosphate, 1P3) oraz 1,2-
diacyloglicerol (ang. diacylglycerol, DAG). Powstate czasteczki IP3 wigzg si¢ ze znajdujgcymi
sie w btonie ER receptorami IP3 (IP3R), aktywujac je oraz powodujac uwalnianie Ca?* z ER do
cytoplazmy [Szumilo i Rahden-Staron, 2008]. Jony wapnia moga by¢ transportowane z ER
réwniez przez receptory rianodynowe (ang. ryanodine receptors, RyRs). Gtownym czynnikiem
aktywujacym ten wyplyw jest podwyzszone stezenie Ca®* w cytoplazmie a mechanizm ten
zwany jest uwalnianiem Ca?* indukowanym przez Ca?* (ang. Ca?*-Induced Ca®* Release,
CICR) [Wojda i wsp., 2008; Brini i wsp., 2014].

Poza ER, jony wapnia magazynowane sa rowniez w mitochondriach, aparacie Golgiego
oraz jadrze komorkowym [Brini i wsp., 2014]. Mitochondria sg drugim po ER najwazniejszym
magazynem tych jonéw. Transport Ca?* z cytoplazmy do macierzy mitochondrialnej odbywa
si¢ przy pomocy mitochondrialnego uniportera wapniowego (ang. Mitochondrial Calcium
Uniporter, MCU), natomiast w przeciwnym Kierunku przez mitochondrialny wymiennik
sodowo-wapniowy (ang. mitochondrial Na*/Ca?* exchanger, mMNCX) [Baughman i wsp.,
2011; De Stefani i wsp., 2011; Palty i wsp., 2010]. Chociaz mitochondria magazynuja
niewielkie ilosci Ca®" (0,2 pM) w neuronach spoczynkowych, staja sie bardzo wydajnymi
magazynami w czasie aktywacji komorki (1 uM). Transport ten odbywa si¢ zgodnie
z gradientem elektrochemicznym [Laude i Simpson, 2009]. Natomiast zwigkszone stezenie
Ca?" w macierzy mitochondrialnej aktywuje cykl Krebsa i synteze ATP niezbednego do
aktywnego transportu Ca** poza cytoplazme przez pompy PMCA oraz SERCA [Brini i wsp.,
2014].

Znajdujace si¢ w cytoplazmie jony wapnia reguluja wiele procesow komorkowych,
w tym aktywnos¢ kinaz i fosfataz biatkowych, wsrdod ktorych wyrdézniamy m.in. rodzing kinaz
biatkowych C (ang. protein kinase C, PKC), kinazg¢ biatkowg Il regulowana przez jony wapnia
i kalmoduline (ang. Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase 11, CaMKII) oraz regulowana
przez Ca?" i kalmoduline fosfataze — kalcyneuryne. Zwigkszenie stezenia Ca®* w cytoplazmie

skutkuje zmieniong fosforylacja biatek, wywolujac okreslong odpowiedz metaboliczng
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komorki. Na przyktad zwigkszony naptyw Ca®* do neuronéw powoduje zwigkszone uwalnianie
neurotransmiterow do szczeliny synaptycznej w procesie zaleznym od biatek SNARE (ang.
soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) [Baranska, 1993]. Jony
wapnia odgrywajg podwdjng role w tym procesie. Naplywajagc z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej do zakonczen aksonalnych w czasie depolaryzacji btony komoérkowe;,
aktywuja VGCC. Natomiast dodatkowo zwickszone stezenie Ca?* w zakonczeniach
aksonalnych umozliwia przytaczenie Ca®* do znajdujacej si¢ na powierzchni pecherzykow
synaptycznych synaptotagminy i jej oddziatywania z synaptobrewing oraz SNAP-25 (ang.
synaptosome-associated protein, 25 kDa). Oddziatywania te pozwalajg na fuzj¢ pecherzykow
synaptycznych z blong presynaptyczng i uwolnienie neurotransmitera do szczeliny
synaptycznej [Brini i wsp., 2014]. Inne procesy regulowane przez Ca?* w komoérkach
nerwowych to dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. Long-Term Potentiation, LTP) oraz
dhugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. Long-Termin Depression, LTD), ktore stanowig
formy plastyczno$ci synaptycznej lezace u podstaw uczenia si¢ i pamigci (omoéwione Szerzej
w podrozdziale 1.3.4 oraz [Serwach i Gruszczynska-Biegala, 2019]). Jony wapnia reguluja
rowniez transkrypcje genow. Podczas pobudzenia komorki nerwowej, aktywuja one bowiem
czynnik transkrypcyjny CREB (ang. CAMP response element-binding protein), ktory nastepnie
wigze si¢ z biatkiem CBP (ang. CREB Binding Protein) w obrgbie promotora i reguluje
ekspresj¢ podlegtych mu genow [Hardingham i wsp., 2001; Brini i wsp., 2014]. Aktywnos$¢
czynnika transkrypcyjnego CREB w neuronach Kkoreluje z rdéznymi procesami
wewnatrzkomorkowymi, w tym neurogeneza, proliferacjg, roznicowaniem, przezyciem,

neuroprotekcjg oraz plastyczno$cig synaptyczng [Alberini, 2009].

Wyptyw Ca?* z ER do cytoplazmy w czasie aktywacji neuronéw skutkuje znacznym
obnizeniem ich stezenia w ER. Obnizony poziom Ca?* w ER uzupelniany jest przez kanaty
aktywowane wyrzutem Ca?* (ang. Calcium Release-Activated Channels, CRAC) oraz kanaty
jonowe z rodziny receptoréw przejSciowego potencjatu (ang. Transient Receptor Potential
Channel, TRPC) w procesie pojemno$ciowego naptywu jonéw wapnia (ang. Store-Operated
Calcium Entry, SOCE), w ktorym uczestniczg biatka STIM (ang. STromal Interaction
Molecules, STIMs) [Brini i wsp., 2014; Wegierski i Kuznicki, 2018; Serwach i Gruszczynska-
Biegala, 2020].
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Rycina 1. Najwazniejsze bialka i czasteczki odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy Ca?
w neuronach. Zastosowane skroty: PM — btona komodrkowa, PMCA — pompa wapniowa btony
komorkowej, ATP — adenozyno tréjfosforan, NCX — wymiennik sodowo-wapniowy, mNCX —
mitochondrialny wymiennik sodowo-wapniowy, MCU — mitochondrialny uniporter wapniowy, RyR —
receptor rianodynowy, mGIuR — metabotropowy receptor glutaminianergiczny, G — biatko G, PLC —
fosfolipaza C, PIP2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan, DAG — diacyloglicerol, IP; — inozytolo-
1,4,5-trojfosforan, IPsR —receptor IP3, AMPAR —receptor AMPA, NMDAR — receptor NMDA, VGCC
— kanat wapniowy bramkowany napigciem, Orai — biatko tworzace kanat CRAC, STIM — biatko STIM,
TRPC — kanat TRPC, SERCA — pompa wapniowa siateczki $rodplazmatycznej, ER — siateczka
$rodplazmatyczna, Ca?* — jony wapnia, Na* — jony sodu. Udziat jadra komorkowego oraz aparatu
Golgiego zostat pominigty. Rysunek wiasny.
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1.2 Pojemnos$ciowy naplyw jonéw wapnia i bialtka STIM

Bialka STIM sa sensorami Ca?* o wysoce zachowanej filogenetycznie strukturze. Po
raz pierwszy zostaty zidentyfikowane w 2005 roku w komorkach niepobudliwych przez dwa
niezalezne zespoty badawcze [Liou i wsp., 2005; Roos i wsp., 2005]. Obecnie wiadomo, ze
wystepuja rowniez w komorkach pobudliwych takich jak komorki migsnia sercowego [Nguyen
I wsp., 2013] oraz komorki nerwowe [Klejman i wsp., 2009; Gruszczynska-Biegala i wsp.,
2011; Samtleben i wsp., 2015; Hartmann i wsp., 2014].

1.2.1 Budowa bialek STIM

Zbudowane z 685 aminokwaséw biatko STIMI1 nalezy do biatek transbtonowych
I wystepuje gtownie w btonie ER (90%), ale takze w btonie komodrkowej (10%) [Keil i wsp.,
2010; Soboloff i wsp., 2012]. Biatkiem homologicznym do STIMI1 jest STIM2, ktore
zbudowane jest z 833 aminokwasow [Roos i wsp., 2005; Lopez i wsp., 2012]
i w przeciwienstwie do STIM1 jego obecno$¢ wykazano jedynie w ER [Soboloff i wsp., 2006].
Oba bialtka charakteryzuje wysoki stopien podobienstwa sekwencji wynoszacy ponad 65% oraz
analogiczna budowa (Rycina 2). Bialka STIM zbudowane sg z trzech domen: domeny
zlokalizowanej w ER, domeny transbtonowej (ang. transmembrane domain, TMD) oraz
domeny cytoplazmatycznej [Soboloff i wsp., 2012; Moccia i wsp., 2015]. Cze¢$¢ znajdujaca si¢
w ER zawiera kanoniczng domene wigzaca Ca®* (ang. cEF-hand, cEF), domene niekanoniczng
(ang. hidden EF-hand, hEF), ktora stabilizuje domeng cEF i nie wigze jonow wapnia oraz
motyw SAM (ang. Sterile Alpha Motif, SAM), ktory posiada jedno (STIM2) lub dwa (STIM1)
miejsca N-glikozylacji i uczestniczy w oddziatywaniach biatko-biatko. Znajdujacy si¢
w domenie N-koncowej peptyd sygnatlowy (ang. Signal Peptide, SP), ktory odcinany jest
w czasie translacji, jest dtuzszy u STIM2. Domena cytoplazmatyczna zbudowana jest z trzech
regionow coiled-coil (CC1, CC2 i CC3), wsrod ktorych znajduje si¢ miejsce oddzialywania
z biatkiem Orai (ang. Stim-Orai Activating Region, SOAR), domeny dezaktywujacej (ang.
Inhibitory Domain, ID), domeny bogatej w proline i seryne (ang. Proline-Serine rich domain,
P/S; u STIM1) lub domeny bogatej w proling i histydyne¢ (ang. Proline-Histidine rich domain,
P/H; u STIM2), domeny wiazacej biatko EB1 (ang. EB1 binding domain, EB) i domeny bogatej
w lizyng (ang. polybasic domain, PBD), odpowiedzialnej za oddziatywania z fosfolipidami
btony komorkowej [Soboloff i wsp., 2012; Prakriya i Lewis, 2015; Fahrner i wsp., 2020; Collins
i wsp., 2022]. Dodatkowo w biatku STIM2, w przeciwienstwie do STIM1, w domenie C-
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koncowej wyrdznia si¢ domen¢ wigzaca kalmoduling (ang. Calmodulin Binding Domain,
CBD) [Collins i wsp., 2022].

Regiony biatek STIM, ktére wykazuja najwigksza homologie¢, obejmujg motyw SAM,
domene EF-hand oraz regiony CC1-CC3. Najwieksze roznice strukturalne pomi¢dzy biatkami
STIM wystepuja natomiast w obszarze C-koncowym domeny cytoplazmatycznej, ktora ma
kluczowe znaczenie w przemieszczaniu si¢ biatek STIM do potaczen ER z btong komérkowsa
(ang. ER-PM junctions) i aktywacji SOCE [Williams i wsp., 2001; Stathopulos i wsp., 2009].
Dodatkowo kinetyka oligomeryzacji domen EF-hand-SAM w STIM2 jest ponad 70 razy
wolniejsza, co przektada si¢ na wolniejszg Kinetyke otwarcia kanatéw SOC (ang. Store-
Operated Channels, SOCs) [Soboloff i wsp., 2012; Kraft, 2015]. Ponadto stata dysocjacji Ca?*
dla STIM2 ma warto$¢ dwukrotnie wickszg niz dla STIM1 i wynosi okoto 500 uM [Kraft,
2015]. Dlatego tez STIM?2 jest bardziej czuly na mniejsze zmiany stezenia Ca?* w ER.

STIM1
NHQTMD -[ ccl ]-[ cc2 ]-[ cca ]- D FB COOH
ca* " SOAR
STIM?2
NH2 ™D [cc1 || cca [ ecs ) | pmEB COOH
ca* ~ SOAR

mate podobienstwo sekwencji
I  duze podobieistwo sekwencji

Rycina 2. Budowa biatek STIM. Liniowa architektura domenowa bialek STIM z uwzglgdnieniem
podobienstwa sekwencji tych bialek. Zastosowane skroty: SP — peptyd sygnatowy (usuwany podczas
translacji), CEF — domena wigzaca Ca?*, hEF — domena niewigzaca Ca?*, SAM — motyw SAM, TMD —
domena transbtonowa, CC1-CC3 — regiony coiled-coil, SOAR — region aktywujacy biatko Orai, ID —
domena dezaktywujaca, P/S — region bogaty w proling i seryng, P/H — region bogaty w proling
i histydyne, EB — domena wigzaca EB1, PBD — domena bogata w lizyng, CBD — domena wigzaca
kalmoduling. Rysunek wiasny.

1.2.2 Pojemnosciowy naplyw jonéw wapnia

Gdy stezenie Ca?* w ER utrzymywane jest na wysokim poziomie, biatka STIM tworza
dimery, co uniemozliwia aktywacj¢ biatka Orai przez region SOAR [Gudlur i wsp., 2018].

W wyniku obnizenia stezenia Ca?* w ER dochodzi do zmian konformacyjnych domeny EF-
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hand, motywu SAM oraz regionu SOAR. Biatka STIM oligomeryzuja i przemieszczaja si¢
wraz z ER do miejsc kontaktu z btong komoérkowa, w ktorych znajdujg si¢ kanaty CRAC oraz
TRPC. Kanaty CRAC zbudowane z szeéciu czasteczek biatka Orail sg selektywne dla Ca?*,
natomiast kanaty TRPC to nieselektywne kanaty kationowe [Hou i wsp., 2012; Liou i wsp.,
2007; Baba i wsp., 2006; Smyth i wsp., 2005]. Zaréwno CRAC, jak i TRPC nalezg do kanatow
SOC. Skutkiem oddziatywania biatek STIM z tymi kanatami jest naptyw Ca®* z przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej do cytoplazmy a w konsekwencji uzupemienie poziomu Ca?* w ER
z udziatem pompy SERCA [Majewski i Kuznicki, 2015]. Mechanizm SOCE zostat
przedstawiony na Rycinie 3.

Rola obu bialek STIM w neuronalnym SOCE jest r6zna [Stathopulos i wsp., 2009].
Wykazano bowiem, ze STIM1 uczestniczy w uzupetnianiu poziomu Ca** w ER poprzez
aktywacje SOCE dopiero po znacznym obnizeniu st¢zenia tych jonéw w ER (< 250 pM), co
nastepuje po aktywacji komorek nerwowych. Natomiast STIM2 utrzymuje spoczynkowy
poziom Ca®" w ER poprzez aktywacje SOCE po niewielkim obnizeniu stezenia Ca?* w ER (<
500 uM), [Brandman i wsp., 2007; Gruszczynska-Biegala i wsp., 2011, Gruszczynska-Biegala
I Kuznicki; 2013].

. Ca2+

e przestrzen
zewnatrzkomorkowa

PM

cytoplazma

nieaktywne biatka STIM aktywowane biatka STIM

Rycina 3. Mechanizm SOCE. Do aktywacji biatek STIM dochodzi wskutek obnizenia stezenia Ca?*

w ER. Aktywowane biatka STIM tworza kompleksy z biatkami Orai, w rezultacie dochodzi do naptywu
Ca%*" z przestrzeni zewnatrzkomérkowej do komorki oraz uzupetnienia poziomu Ca? w ER.
Zastosowane skroty: EF-hand — domena wigzaca Ca?*, SAM — motyw SAM, TMD - domena
transbtonowa, CC1-CC3 — regiony coiled-coil, Orai — biatko tworzace kanal CRAC, PM — blona
komorkowa, ER — siateczka $rodplazmatyczna. Rysunek wlasny.
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1.2.3 Wystepowanie bialek STIM w osrodkowym ukladzie nerwowym

Obecnos¢ biatek STIM zostata udowodniona zardwno w mysim, szczurzym, jak
i ludzkim o$rodkowym uktadzie nerwowym. Poziom ekspresji genow kodujacych te biatka
oraz co za tym idzie immunoreaktywnos$¢ biatek STIM, jest réozna w poszczegdlnych
strukturach mézgu [Moccia i wsp., 2015]. U myszy najwyzszy poziom ekspresji genu Stim1
wystepuje w mozdzku, gdzie gen Stim2 ulega ekspresji na podobnym poziomie [Hartmann
I wsp., 2014; Klejman i wsp., 2009; Skibinska-Kijek i wsp., 2009]. Podobny poziom ekspresji
genow kodujacych biatka STIM wystepuje réwniez w korze mozgu, wzgodrzu oraz ciele
migdatowatym [Skibinska-Kijek i wsp., 2009; Hartman i wsp., 2014]. Natomiast w hipokampie
poziom ekspresji genu Stim2 jest wyzszy W porownaniu do Stiml, stad STIM2 jest
dominujgcym homologiem w tej strukturze [Kraft, 2015; Skibinska-Kijek i wsp., 2009; Berna-
Erro i wsp., 2009]. U szczurow, poziom ekspresji genu Stim2 jest dwukrotnie wyzszy
w stosunku do Stiml1, zarowno w korze mozgu, jak i w hipokampie [Gruszczynska-Biegala
I wsp., 2011]. W ludzkim moézgu geny STIM1 oraz STIM2 s3 eksprymowane na podobnym
poziomie, przy czym najwyzszy poziom ekspresji wystepuje w korze mézgu oraz hipokampie
[Steinbeck i wsp., 2011]. Liczne badania wykazaty, ze geny kodujace biatka STIM ulegaja
ekspresji w mysich i szczurzych komorkach glejowych, takich jak astrocyty, mikroglej,
komorki progenitorowe oligodendrocytow oraz komorki nowotworowe o pochodzeniu
astrocytarnym [Kettenmann i Bruce, 2013; Verkhratsky i Parpura, 2014; Kraft, 2015; Molnar
I wsp., 2016]. Chociaz oba geny kodujace biatka STIM ulegaja ekspresji w astrocytach, uwaza
si¢, ze STIM1 jest bardziej rozpowszechnionym homologiem w tych komorkach. Badania
pokazaty rowniez podobny poziom mRNA Stiml w astrocytach i neuronach kory moézgu
szczura [Gruszczynska-Biegala i wsp., 2011].

1.2.4 Rola SOCE i bialek STIM w fizjologii komoérek ukladu nerwowego

Biatka STIM i aktywowany przez nie proces SOCE odgrywajg istotng rolg w fizjologii
komorek uktadu nerwowego. SOCE uczestniczy w regulacji spontanicznego uwalniania
neuroprzekaznikoéw do szczeliny synaptycznej [Emptage i wsp., 2001], transmisji synaptycznej
[Baba i wsp., 2003; Hartmann i wsp., 2014], dojrzewaniu i stabilizacji grzybkowatych kolcow
dendrytycznych [Sun i wsp., 2014; Kraft, 2015; Garcia-Alvarez i wsp., 2015; Yap i wsp., 2017],
utrzymaniu odpowiedniego stezenia Ca?* w ER w neuronach [Moccia i wsp., 2015], regulacji
ekspresji genéw oraz proliferacji neuralnych komorek progenitorowych [Lalonde i wsp., 2014;

Somasundaram i wsp., 2014; Gopurapilly i wsp., 2018].
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W ostatnich latach wykazano, ze neuronalne biatka STIM moga regulowa¢ naptyw Ca?*
nie tylko przez kanaty CRAC i TRPC, lecz rowniez przez inne kanaty i receptory zlokalizowane
w btonie komorkowej (co opisano szerzej w [Serwach i Gruszczynska-Biegala, 2020]). Dwie
grupy badawcze rownolegle pokazaty, ze biatko STIM1 bezposrednio oddziatuje z kanatami
VGCC typu L. Skutkiem tego oddzialywania jest zmniejszenie czgstotliwosci otwierania tych
kanatéw podczas depolaryzacji oraz zwigkszenie ich internalizacji a w konsekwencji obnizenie
naptywu Ca?" do komorki [Wang i wsp., 2010; Park i wsp., 2010]. Obecnie uwaza sie, ze
zmniejszenie aktywnosci VGCC oraz aktywacja SOCE w czasie silnego pobudzenia neuronéw
ma dwojakie znaczenie: aktywuje zalezne od SOCE LTP (oméwione Sszerzej w podrozdziale
1.3.4 i [Serwach i Gruszczynska-Biegala, 2019]) oraz hamuje nadmierny naptyw Ca®* do
komorek nerwowych [Moccia i wsp., 2015]. Badania Dittmera i wspotpracownikow pokazaty,
ze hamowanie aktywno$ci VGCC przez STIMI stabilizuje grzybkowate kolce dendrytyczne
[Dittmer i wsp., 2017]. Natomiast badania innej grupy dowiodty, ze w komorkach linii SH-
SY5Y (neuroblastoma) z wyciszong ekspresja genu Stim1, dochodzi do niekontrolowanego
naptywu Ca®" przez VGCC typu L, prowadzacego do $mierci komorek [Pascual-Caro i wsp.,
2018]. Co wiecej, w innej pracy pokazano, ze kompleksy STIM1-TRPC1 hamujac naptyw Ca?*
przez VGCC zwigkszaja przezywalnos¢ neuronéw dopaminergicznych istoty czarnej
narazonych na dziatanie neurotoksyn [Sun 1 wsp., 2014]. STIM1 jest rowniez niezbedny
w regulowanej przez receptory metabotropowe transmisji synaptycznej w komorkach
Purkiniego moézdzku, przez co moze uczestniczy¢ w regulacji funkcji motorycznych [Hartmann
i wsp., 2014]. Z kolei STIM2 moze bezposrednio oddziatywa¢ z AMPAR, zwigkszaé naptyw
Ca?* przez te receptory oraz regulowaé ich ilo¢ na blonie komorkowej poprzez wptyw na
procesy endocytozy i egzocytozy [Garcia-Alvarez i wsp., 2015; Gruszczynska-Biegala i wsp.,
2016]. Co wigcej, Yap i wspotpracownicy wykazali, ze STIM2 nasila transport AMPAR
w kierunku btony komorkowej podczas LTP oraz przyspiesza dojrzewanie kolcow
dendrytycznych [Yap i wsp., 2017]. Zgodnie z tym, w neuronach hipokampalnych z wyciszong
ekspresja genu Stim2 obserwowano zmniejszong gestos¢ 1 rozmiar glowki kolcow
dendrytycznych [Garcia-Alvarez i wsp., 2015]. Istnieja réwniez doniesienia $wiadczace
0 wystepowaniu zaleznosci funkcjonalnych pomiedzy NMDAR, SOCE i biatkami STIM.
Pobudzenie NMDAR w neuronach piramidowych hipokampa prowadzi bowiem do uwalniania
IPs, ktory poprzez oddzialywanie ze swoim receptorem zwicksza uwolnienia Ca** z ER
i aktywuje SOCE [Baba i wsp., 2003]. Ponadto wyniki ostatnich badan pokazaty, ze biatka
STIM moga w bezposredni sposéb oddziatywaé z NMDAR i ograniczaé naptyw Ca?* przez te
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receptory, jednak mechanizm tego dziatania nie zostal jeszcze w petni poznany [Gruszczynska-

Biegala i wsp., 2020].
1.3 NMDAR

NMDAR to jonotropowe receptory glutaminianergiczne przepuszczalne dla jonow:
Ca?*, Na* i K*, ktore do aktywacji wymagaja zaréwno depolaryzacji btony komorkowe;j, jak
I przytaczenia glicyny lub D-seryny oraz glutaminianu lub NMDA [Traynelis i wsp., 2010].
W neuronach spoczynkowych kanat jonowy NMDAR blokowany jest przez jony Mg?*.

1.3.1 Budowa NMDAR

Funkcjonalne NMDAR to tetramery zbudowane z dwéch obligatoryjnych podjednostek
GIuN1 z miejscem wigzania glicyny/D-seryny i dwoch podjednostek GIuN2 (GIUN2A,
GIuN2B, GIuN2C, GIuN2D) wiazacych glutaminian/NMDA Iub dwoch podjednostek GIUN3
(GIuN3A, GIuN3B) wigzacych glicyn¢/D-seryng. Endogenne NMDAR moga wystepowac jako
diheteromery, sktadajace si¢ z dwoch podjednostek GIuN1 i dwaoch identycznych podjednostek
GIuN2/GluN3 1lub triheteromery, zbudowane z dwoch podjednostek GluN1 oraz dwoch
réznych podjednostek GIUN2 lub jednej podjednostki GIuN2 i jednej podjednostki GIUN3.
Sktad podjednostkowy NMDAR nadaje mu wilasciwosci biofizyczne 1 farmakologiczne oraz
specyficzng przepuszczalnoéé dla Ca?'. Dotychczasowe badania skupialy sie glownie na
receptorach zbudowanych z GIuN1 i GIuN2, natomiast wiedza na temat receptorow
zawierajgcych GluN1 i GIuN3 jest ograniczona [Traynelis i wsp., 2010; Paoletti i wsp., 2013].
Wielko$¢ poszczegodlnych podjednostek NMDAR u cztowieka przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Wielko$¢ [aa] podjednostek NMDAR u cztowieka [Traynelis i wsp., 2010].

Podjednostka NMDAR Liczba aminokwasow [aa]

GluN1 938
GIuN2A 1464
GIluN2B 1484
GluN2C 1233
GIluN2D 1336
GIuN3A 1115
GIuN3B 1043
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Kazda z podjednostek NMDAR zbudowana jest z zewnatrzkomoérkowej domeny N-
koncowej (ang. N-Terminal Domain, NTD), domeny wigzacej ligand (ang. Ligand-Binding
Domain, LBD), domeny transblonowej tworzacej kanat (ang. Transmambrane domain, TMD)
oraz wewnatrzkomoérkowej domeny C-koncowej (ang. C-Terminal Domain, CTD), (Rycina 4).
Domena NTD jest miejscem wigzania ligandéw allosterycznych, czyli matoczasteczkowych
zwiagzkow, ktore nie aktywuja receptora, lecz moduluja jego odpowiedz na endogenny ligand.
Domena LBD zawiera miejsce wigzania endogennego liganda. W jej sktad wchodzg dwa
segmenty (S11 S2). Domena TMD sktada si¢ z czterech hydrofobowych segmentow (M1-M4),
sposrod  ktorych segment M2 tworzy kanal jonowy receptora, ktory w receptorach
nieaktywnych blokowany jest przez Mg?*. Domena CTD odgrywa znaczacg role w transporcie
oraz stabilizacji receptora w synapsach. Zawiera ona bowiem miejsce oddziatywan biatko-
biatko, ktore wigze si¢ z biatkami odpowiedzialnymi za transport, stabilizacj¢ w zaggszczeniach
postsynaptycznych oraz przekazywanie sygnalow [Sanz-Clemente i wsp., 2013]. Domena ta
charakteryzuje si¢ rowniez najmniejszym podobienstwem sekwencji sposrod podjednostek
GIuN2 [Traynelis i wsp., 2010; Strehlow i wsp., 2015]. Schemat budowy NMDAR

z uwzglednieniem struktury podjednostki zostat przedstawiony na Rycinie 4.

Podobnie jak w przypadku biatek STIM, sekwencja aminokwasowa podjednostek
NMDAR jest wysoce konserwatywna. Podobienstwo sekwencji pomi¢dzy podjednostkami
NMDAR cztowieka i szczura wynosi: 99,3% dla GIuN1, 95,3% dla GIuN2A, 98,5% dla
GIuN2B, 87,1% dla GIuN2C i 95,6% dla GIuN2D [Hedegaard i wsp., 2012]. Najwigcej réznic
pomiedzy ortologami cztowieka i1 szczura wystepuje w domenie NTD oraz CTD, natomiast
najmniej w domenie LBD oraz TMD, co $§wiadczy o tym, ze kluczowe zmiany konformacyjne,

zachodzace po przylaczeniu endogennego liganda sg wysoce konserwatywne [Hedegaard
i wsp., 2012].
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Rycina 4. Schemat budowy NMDAR z uwzglednieniem struktury podjednostek GluN1 i GluN2.
(A) Liniowa architektura domenowa wspdlna dla wszystkich podjednostek NMDAR. (B) Schemat
budowy NMDAR. Zastosowane skroty: NTD — domena N-koncowa, LBD — domena wigzaca ligand
endogenny, S1, S2 —segmenty S1iS2, TMD — domena transbtonowa, M1-M4 — hydrofobowe segmenty
M1-M4, CTD - domena C-koncowa, PM — blona komérkowa. Rysunek wiasny.

1.3.2 Wystepowanie NMDAR w o$rodkowym ukladzie nerwowym

U szczurow gen kodujacy GIluN1 (Grinl) ulega ekspresji w calym mozgu, we
wszystkich stadiach rozwojowych, natomiast ekspresja genow kodujacych podjednostki GIUN2
(Grin2) rézni sie¢ w zaleznosci od obszaru mézgu i stopnia dojrzatosci neuronéw [Cull-Candy
I Leszkiewicz, 2004; Monyer i wsp., 1994]. W momencie narodzin poziom ekspresji genu
Grin2A jest niski w catym modzgu, wzrasta natomiast w trakcie rozwoju i utrzymuje si¢ na
wysokim poziomie u osobnikow dorostych. Gen Grin2B ulega silnej ekspresji w catym mézgu,
poczawszy 0d zycia ptodowego do narodzin i wraz z rozwojem jego ekspresja pozostaje na
wysokim poziomie, ale ogranicza si¢ gtdéwnie do przodomozgowia. Tak wigc wraz z rozwojem
w strukturach takich, jak kora mézgu i hipokamp ekspresja genu Grin2B maleje, natomiast
Grin2A wzrasta, tak ze u osobnikow dorostych GluN2A staje si¢ podjednostka dominujaca
[Sheng i wsp., 1994]. Ekspresja Grin2C rozpoczyna si¢ dopiero dwa tygodnie po narodzinach
1 ogranicza si¢ gtownie do moédzdzku 1 opuszki wechowej. Dlatego tez podobne zmiany

rozwojowe jak w przypadku GIUN2A i GIuUN2B zachodza rowniez w komorkach ziarnistych
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moézdzku, gdzie wraz z rozwojem ekspresja genu Grin2B maleje, a Grin2C wzrasta. Gen
Grin2D, podobnie jak Grin2B, ulega ekspresji juz w zyciu ptodowym, jednak po urodzeniu
jego ekspresja znacznie maleje i ogranicza si¢ do miedzymozgowia i $rodmézgowia [Monyer
i wsp., 1994; Sanz-Clemente i wsp., 2013]. Poniewaz GIuN2A-NMDAR oraz GIuN2B-
NMDAR to najbardziej rozpowszechnione NMDAR w korze mézgu i hipokampie [Cull-Candy

I Leszkiewicz, 2004], dalsze rozwazania skupiajg si¢ gtdéwnie na tych receptorach.

Chociaz poczatkowo sadzono, ze NMDAR wystepuja jedynie w komorkach
nerwowych, juz w latach 90. XX wieku ich obecno$¢ wykazano w nieneuronalnych komoérkach
osrodkowego uktadu nerwowego takich jak komorki glejowe [Muller i wsp., 1993; Wang
I wsp., 1996; Sharp i wsp., 2003] oraz komorki srédbtonka naczyn mézgowych [Krizbai i wsp.,
1998; Sharp i wsp., 2003]. Pozniejsze badania potwierdzity wystepowanie funkcjonalnych
NMDAR w hodowlanych astrocytach myszy i szczura [Lalo i wsp., 2006; Skowronska i wsp.
2019(2)]. Nie mniej przyjmuje si¢, ze astrocytarne NMDAR zbudowane sg gtéwnie z dwoch
podjednostek GIuN1, jednej podjednostki GIUN2C/D i jednej podjednostki GIUN3 [Palygin
I wsp., 2011].

1.3.3 Biosynteza i transport NMDAR
1.3.3.1 Biosynteza

Do biosyntezy NMDAR dochodzi gtownie w ER w ciele komérkowym neuronu.
Jedynie calkowicie ztozone receptory sa transportowane poza ER [Mcllhinney i wsp., 1998].
GIuN1 posiada bowiem dobrze scharakteryzowane motywy retencyjne KKK i RRR
zlokalizowane w domenie CTD, ktére utrzymujg je w ER do momentu zloZenia tetrameru
[Standley i wsp., 2000; Scott i wsp., 2001; Horak i wsp., 2008; Horak i Wenthold, 2009].
Sygnaty retencyjne dla podjednostek GIuN2 nie zostaty do tej pory zidentyfikowane. GIUN2
w ER oddziatuje z biatkami z rodziny MAGUK (ang. membrane-associated guanylate kinase),
takimi jak biatko o masie 102 kDa zwigzane z synapsami (ang. Synapse Associated Protein,
102 kDa, SAP102) oraz biatko o masie 97 kDa zwigzane z synapsami (ang. Synapse Associated
Protein, 97 kDa, SAP97) [Sans i wsp. 2003, 2005]. Do tych komplekséw dotaczane sg biatka
Sec8 i mPins.[Sans i wsp. 2000, 2003].
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1.3.3.2 Modyfikacje potranslacyjne i transport wzdluz mikrotubul

NMDAR ulegaja modyfikacjom potranslacyjnym w wyniku szeregu procesow
glikozylacji zachodzacych w somatycznym aparacie Golgiego, po czym sa pakowane do
pecherzykow i transportowane po mikrotubulach wzdtuz dendrytow [Ramirez i Couve, 2011]
(Rycina5). W transporcie tym uczestnicza biatka motoryczne takie jak kinezyny (ang. kinesins,
KIF) [Horak i wsp., 2014; Guillaud i wsp., 2003] lub dyneiny oraz kompleks biatek SAP102-
Sec8-mPins. Poza gltowna droga transportu NMDAR wyrozniamy rowniez dwie Sciezki
niekanoniczne, w ktorych omijany jest somatyczny aparat Golgiego. W pierwszej z nich
NMDAR sg transportowane z somatycznej do dendrytycznej ER a stamtad do dendrytycznego
aparatu Golgiego [Jeyifous i wsp., 2009; Grieve i Rabouille, 2011]. Jest to glowny sposob
transportu GIUN2A-NMDAR [Zhang i wsp., 2015] a nagromadzenie tych receptorow
w dendrytycznej ER pozwala na ich szybsze dostarczanie do synapsy podczas pobudzenia
neuronu. W drugim alternatywnym szlaku transportu NMDAR (gtownie GIuN2B-NMDAR) sa
transportowane z somatycznej ER do dendrytycznego aparatu Golgiego w pecherzykach, przez
biatka motoryczne, wzdtuz mikrotubul [Jeyifous i wsp., 2009]. Powstale w tym szlaku
pecherzyki zawierajg m.in. SAP97 i kinaze biatkowg fosforylujacg reszty seryny regulowang
przez jony wapnia i kalmoduline (ang. Ca?*/calmodulin-dependent serine kinase, CASK), ktore
tacza GIUN2B-NMDAR z biatkiem motorycznym KIF17 [Jeyifous i wsp., 2009]. Pecherzyki

te charakteryzuja si¢ najwigksza mobilnos$cig.

1.3.3.3 Egzocytoza i dyfuzja boczna

NMDAR ulegaja egzocytozie do blony komorkowej w obszarach pozasynaptycznych
[Gu i Huganir, 2016] a w procesie tym uczestniczg biatka SNARE. Fuzja pecherzyka z btong
komorkowa nastgpuje w wyniku oddziatywan v-SNARE (ang. vesicular SNARE) — VAMP
(ang. Vesicle-Associated Membrane Protein) znajdujacego si¢ w btonie pecherzyka i biatek t-
SNARE (ang. target SNARE) — syntaksyny i biatka SNAP-25 zlokalizowanych po wewngtrzne;j
stronie blony komoérkowej [Sudhof i Rothman, 2009]. Utworzone kompleksy biatek v- i t-
SNARE sg miejscem wigzania innych biatek bioracych udziat w fuzji bton.

Kolejnym etapem transportu NMDAR jest dyfuzja boczna z obszaru
pozasynaptycznego do synapsy [Tovar i Westbrook, 2002], w ktorej receptory wigzane sg przez
biatka zageszczen postsynaptycznych nalezace do rodziny MAGUK [Ladepeche i wsp., 2014].
Zaliczamy do nich: biatko zageszczenia postsynaptycznego o masie 95 kDa (ang. postsynaptic
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density protein, 95 kDa, PSD95), bialko zageszczenia postsynaptycznego o masie 93 kDa (ang.
postsynaptic density protein, 93 kDa, PSD93), SAP102 oraz SAP97 [Kornau i wsp., 1995;
Niethammer i wsp., 1996; Muller i wsp., 1996; Muller i wsp., 1995; Kim i wsp., 1996; Brenman
i wsp., 1996]. SAP102 wykazuje najwicksze powinowactwo do GluN2B-NMDAR, a poziom
ekspresji kodujacego je genu jest najwyzszy we wczesnych etapach rozwoju. W niedojrzatych
synapsach dominuja zatem kompleksy SAP102-GIuN2B [Sans i wsp., 2000; Elias i wsp.,
2008]. W miare dojrzewania synapsy zwieksza si¢ ekspresja genu kodujgcego PSD95, ktore
taczy sie glownie z GIUN2A-NMDAR. Dlatego tez w dojrzalych synapsach przewazaja
kompleksy PSD95-GIuN2A [Barria i Malinow, 2002]. Do zmiany tej dochodzi w wielu
obszarach mozgu, takich jak kora mézgu, hipokamp, cialo migdatowate oraz mézdzek [Viera

i wsp., 2020].

1.3.3.4 Endocytoza NMDAR

NMDAR zlokalizowane w btonie komorkowej ulegaja konstytutywnej endocytozie
w mechanizmie zaleznym od klatryny [Petralia i wsp., 2003; Blanpied i wsp., 2002] lub
w alternatywnym mechanizmie niezaleznym od klatryny [Horak i wsp., 2014]. NMDAR
trafiajag do endosomow wczesnych, a nastepnie do endosomow recyklingowych, skad wracaja
do btony komorkowej albo przechodza do endosoméw pdznych, a nastgpnie do lizosomow,
gdzie dochodzi do degradacji (Rycina 5). Biatkiem markerowym wczesnych endosomow jest
antygen wczesnych endosomow 1 (ang. Early Endosome Antigen 1, EEAL). Chociaz zar6wno
GIuN2A-NMDAR, jak i GIuUN2B-NMDAR ulegaja endocytozie do weczesnych endosomow, to
receptory z GIUN2A kierowane sg nastgpnie do endosomow poédznych, a z GIuUN2B do
endosomow recyklingowych [Lavezzari i wsp., 2004; Scott i wsp., 2004]. Stopien internalizacji
jest zalezny od dojrzatosci neuronow oraz sktadu podjednostkowego NMDAR. Chociaz
W neuronach niedojrzatych w ciggu 30 minut internalizowane jest nawet 22% NMDAR,
odsetek ten maleje wraz z wiekiem i w neuronach dojrzatych wynosi jedynie 5% [Roche i wsp.,
2001]. Wynika to z faktu, ze w neuronach niedojrzatych dominujg GluN2B-NMDAR, ktore sg
bardziej mobilne w porownaniu do GluN2A-NMDAR [Groc i wsp., 2006; Dupuis i wsp., 2014;
Ferreira i wsp., 2017; Kelleymayer i wsp., 2018] oraz maja wigksze powinowactwo do biatka
adaptorowego AP2, niezbednego do zainicjowania endocytozy zaleznej od klatryny [Lavezzari
I wsp., 2004; Groc i wsp., 2006]. Dodatkowo wraz z rozwojem neuronéw Wwzrasta rowniez
poziom biatek PSD93, PSD95, SAP97, ktore stabilizuja NMDAR w synapsach [Nong i wsp.,
2004].
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Poza endocytoza konstytutywnag NMDAR ulegaja rowniez endocytozie regulowanej
[Nong i wsp., 2004; Han i wsp., 2013], do ktorej dochodzi zarowno w wyniku aktywacji
receptoréw innych niz NMDAR takich jak mGIuR1 czy receptory nikotynowe a7-nACh, jak
i w rezultacie aktywacji NMDAR. Fakt, ze NMDAR mogg ulega¢ endocytozie w odpowiedzi
na dziatanie endogennych agonistow, zostal po raz pierwszy opisany przez Westbrook
I wspotpracownikéw w 2001 roku [Vissel i wsp., 2001]. Autorzy ci wykazali, ze w wyniku
wielokrotnego podawania 1 mM glutaminianu i 100 uM glicyny dochodzi do zaleznej od
klatryny endocytozy NMDAR [Vissel i wsp., 2001]. Wyniki te zostaly potwierdzone
w kolejnych badaniach pokazujacych, ze krotkotrwale traktowanie neurondéw korowych
I hipokampalnych NMDA i glicyna w wysokich stgzeniach prowadzi do endocytozy tych
receptorow [Nong i wsp., 2003; Fang, 2011; Lopez-Menendez i wsp., 2019]. Dodatkowo
wykazano, ze zastosowanie glicyny lub D-seryny przed podaniem NMDA i glicyny sprzyja
endocytozie NMDAR [Nong i wsp., 2003; Han i wsp., 2013; Cappelli i wsp., 2022].
Aminokwasy te odgrywaja bowiem istotng rolg w aktywacji zaleznej od klatryny endocytozy
NMDAR. Przytaczenie glicyny lub D-seryny w miejscu A714, znajdujacym si¢ w domenie
wigzacej ligand endogenny w szczurzym GIuN1, prowadzi do zmian konformacyjnych
w segmentach S11S2. W nieaktywnych NMDAR segmenty te sg od siebie oddalone, natomiast
przytaczenie glicyny lub D-seryny stabilizuje konformacjg, w ktorej S1 i S2 znajduja si¢ blisko
siebie. Nastgpnie po przylaczeniu glutaminianu lub NMDA do domeny wiazacej ligand
endogenny w GIuN2, dochodzi do kaskady zmian konformacyjnych, ktorych efektem jest
otwarcie kanalu jonowego NMDAR, przytaczenie biatka adaptorowego AP2 do miejsca
znajdujacego si¢ na C-koncu receptora oraz endocytoza NMDAR [Han i wsp., 2013].
Przytaczenie tylko jednego z agonistow NMDAR jest niewystarczajace ani do otwarcia kanatu,
ani do aktywacji endocytozy receptora [Nong i wsp., 2003; Nong i wsp., 2004; Han i wsp.,
2013]. Dlatego tez endocytoza NMDAR moze by¢ blokowana farmakologicznie przez
kompetencyjnych antagonistow miejsca wigzacego glicyne takich jak MDL29951 czy L689560
[Nong i wsp., 2003]. Zmiany konformacyjne NMDAR po przytagczeniu tych czgsteczek
uniemozliwiajg bowiem przylaczenie biatka adaptorowego AP2 do receptora i zainicjowanie

procesu endocytozy [Han i wsp., 2013].

Pula synaptycznych NMDAR jest wypadkowa procesow biosyntezy, transportu wzdtuz
dendrytu, egzocytozy, dyfuzji bocznej, endocytozy, recyklingu oraz degradacji. Natomiast
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proces endocytozy jest jednym z gtdéwnych mechanizmow regulujacych ilo$¢ receptorow

NMDAR w btonie komérkowej [Vieira i wsp., 2020].
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Rycina 5. Transport NMDAR z ER do synapsy. 1) Kanoniczna droga transportu NMDAR. Tetramery
sg transportowane z ER do aparatu Golgiego, skad przenoszone sg wzdtuz dendrytéw po mikrotubulach,
przy pomocy biatek motorycznych. NMDAR sa wbudowywane do btony komorkowej w obszarach
pozasynaptycznych (egzocytoza), a nastepnie transportowane do synapsy (dyfuzja boczna). Receptory
sa usuwane z btony komorkowej w mechanizmie endocytozy zaleznej od klatryny. Nastgpnie trafiaja
do endosomoéw wczesnych a pdzniej do endosomoéw recyklingowych (i z powrotem do blony
komorkowej) lub do endosomoéw poznych i lizosoméw (w celu dalszej degradacji). 2) Niekanoniczna
droga transportu NMDAR. Receptory transportowane sg z ER wzdtuz dendrytow po mikrotubulach,
przy pomocy biatek motorycznych. Nastepnie trafiaja do dendrytycznego aparatu Golgiego i do
synapsy. 3) Niekanoniczna droga transportu NMDAR. Receptory sa przenoszone z somatycznej do
dendrytycznej ER, a nastgpnie do dendrytycznego aparatu Golgiego, skad trafiaja do synapsy.
Zastosowane skroty: PSD — zageszczenia postsynaptyczne, MAGUK — biatka MAGUK (np. PSD95,
SAP102, PSD93, SAP97), ER - siateczka $rodplazmatyczna, dER — dendrytyczna siateczka
srodplazmatyczna, AP2 — biatko adaptorowe AP2. Rysunek wiasny, na podstawie [Vieira i wsp. 2020]
i [Ishchenko i wsp. 2021].
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1.3.4 Rola NMDAR w fizjologii komérek ukladu nerwowego

NMDAR odgrywaja istotng role¢ w aktywno$ci i plastycznosci synaptycznej oraz
procesach uczenia si¢ 1 zapamig¢tywania. W wyniku pobudzenia komorki nerwowej dochodzi
do uwolnienia glutaminianu z zakonczen synaptycznych do szczeliny synaptycznej.
Glutaminian przytacza si¢ do zlokalizowanych w blonie postsynaptycznej AMPAR, aktywujac
je i powodujagc naptyw Na" do komorki. W ten sposéb dochodzi do powstania
postsynaptycznego potencjalu pobudzajacego (ang. excitatory postsynaptic current, EPSC),
ktorego skutkiem jest depolaryzacja postsynaptycznej btony komoérkowej oraz pobudzenie
NMDAR [Nicoll i Roche, 2013]. Efektem tego pobudzenia jest naptyw Ca?* do komorki
I aktywacja licznych kaskad sygnatowych, w tym CaMKIIl. W wyniku aktywacji CaMKII
dochodzi do reorganizacji struktury molekularnej zageszczen postsynaptycznych [Lisman
i wsp., 2012], ktorej rezultatem jest zwigkszenie objetosci kolcow dendrytycznych oraz
zwigkszenie iloSci AMPAR w btonie komorkowej. Proces ten nazywany jest LTP, a jego
efektem jest zwiekszenie wydajnosci przewodzenia synaptycznego. Przeciwienstwem tego
procesu jest LTD. Zaréwno LTP, jak i LTD stanowig formy plastycznos$ci synaptycznej lezace
u podstaw uczenia si¢ i pamieci [Debanne i wsp., 2003]. Oba procesy zostaly oméwione szerzej

w pracy przegladowej [Serwach i Gruszczynska-Biegala, 2019].

Chociaz aktywacja NMDAR ma kluczowe znaczenie w fizjologii komorek uktadu
nerwowego, to nadmierne, dlugotrwate pobudzenie tych receptorow ma dziatanie
ekscytotoksyczne i prowadzi do rozwoju zaburzen neurologicznych. Skutkiem nadmiernego
uwalniania glutaminianu do szczeliny synaptycznej i uposSledzenia mechanizmow
odpowiedzialnych za jego usuwanie z synapsy jest nagromadzenie si¢ tego neuroprzekaznika
w szczelinie synaptycznej. To z kolei prowadzi do nadmiernej aktywacji jonotropowych
receptorow glutaminianergicznych (gtéwnie NMDAR) i niekontrolowanego naptywu Ca?* do
komorki. W rezultacie dochodzi do zaburzen transdukcji wapniowych sygnalow
komorkowych, co skutkuje zmianami fosforyzacji biatek i ekspresji genéw [Choi, 1987; Choi
i wsp., 1987 (2)]. Zmiany te prowadzg do degradacji neurondéw oraz odgrywaja role
W patogenezie zaburzen neurologicznych, takich jak urazowe uszkodzenie moézgu, udar mozgu,
padaczka, stwardnienie zanikowe boczne oraz choréb neurodegeneracyjnych, takich jak
choroba Alzheimera, Parkinsona i Huntingtona [Choi, 1988; Lipton i Rosenberg, 1994; Fang,
2011; Serwach i Gruszczynska-Biegala, 2019].
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Obecnie postuluje si¢, ze zwickszenie endocytozy nadmiernie aktywowanych NMDAR
moze mie¢ dziatanie neuroprotekcyjne. Zmniejszenie ilosci NMDAR w btonie komoérkowe;j
moze bowiem obnizaé¢ naptyw Ca?* z przestrzeni zewnatrzkomoérkowej do cytoplazmy. A jak
wiadomo, nadmierne stezenie Ca?* w cytoplazmie jest jednym z czynnikéw aktywujacych
apoptoze komorki [Choi, 1987; Choi i wsp., 1987 (2)]. Dlatego tez poszukiwanie nowych
biatek, ktore moga regulowac endocytozg¢ NMDAR, moze mie¢ w przysztosci istotne znaczenie
dla rozwoju wiedzy w zakresie nowych terapii neuroprotekcyjnych dla pacjentow dotknietych
chorobami neurodegeneracyjnymi. Jednymi z potencjalnych biatek, ktore moglyby regulowaé
ten proces, sa biatka STIM. Wyniki ostatnich badan pokazatly bowiem, ze biatka te moga
W bezposredni sposob oddziatywaé z NMDAR oraz zmniejsza¢ naptyw Ca®* przez te receptory

[Gruszczynska-Biegala i wsp., 2020].

Dlatego tez, majac na uwadze powyzszy stan wiedzy, W niniejszej rozprawie
weryfikowano hipoteze, ze biatka STIM w neuronach moga wplywa¢ na proces endocytozy
NMDAR poprzez regulacje transportu tych receptoréw z blony komoérkowej do
endosomow wczesnych, a tym samym modulowa¢ amplitude pradéw jonowych plynacych

przez te receptory.
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2 Cel pracy

Nadrzgdnym celem pracy bylo zbadanie udziatu biatek STIM w endocytozie NMDAR
wywotanej krotkotrwala, silng aktywacja tych receptorow w neuronach kory mézgu szczura in

vitro.
Cele szczegolowe obejmowaly:

1. Zbadanie, czy w warunkach krotkotrwalej, silnej aktywacji NMDAR dochodzi do
endocytozy NMDAR poprzez:

a) oznaczenie immunoreaktywno$ci GIuN1, GluN2A, GluN2B w btonie komorkowej
i synaptosomach,

b) analiz¢ kolokalizacji GluN1, GIuN2A, GluN2B z biatkiem markerowym wczesnych
endosomow (EEA1),

C) pomiar catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR.

2. Zbadanie oddziatywan bialek STIM z NMDAR w warunkach endocytozy receptora
poprzez:

a) analize koimmunoprecypitacji biatek STIM z GluN2A i GIuN2B,
b) analizg kolokalizacji biatek STIM z GluN2A i GIuN2B.

3. Zbadanie wptywu wyciszenia ekspresji genéw kodujacych biatka STIM na poziom
NMDAR w komorce, btonie komoérkowej 1 Synaptosomach poprzez oznaczenie
immunoreaktywno$ci GluN1, GluN2A, GIuN2B w neuronach transdukowanych wirusem
kontrolnym (scrRNA) oraz wirusem wyciszajacym ekspresj¢ genow kodujacych biatka
STIM1 lub STIM2.

4. Zbadanie czy i w jaki sposob biatka STIM wplywajg na proces endocytozy NMDAR
w neuronach transdukowanych wirusem kontrolnym (scrRNA) oraz wirusem
wyciszajacym ekspresje genéw kodujacych biatka STIM1 lub STIM2 poprzez:

a) oznaczenie immunoreaktywnosci GluN1, GluN2A, GluN2B w blonie komorkowe;j
I synaptosomach,

b) pomiar catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR.
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3 Materiaty 1 metody
3.1 Odczynniki i roztwory

Tabela 2. Odczynniki i materiaty stosowane w eksperymentach.

(Cytiva)

Produkt Producent Nr kat.

Agar A&A 2025-250
Biotechnology

Akrylamid Sigma A7168
Albumina surowicy bydlgcej (BSA), roztwor wzorcowy Thermo 23209
do oznaczenia st¢zenia biatka Scientific
Albumina surowicy bydlecej (BSA), do blokowania Sigma A9418
miejsc niespecyficznego wigzania przeciwciat
Antybiotyki stosowane w hodowlach komdrkowych Gibco 15140122
(penicylina + streptomycyna)
Antybiotyk stosowany w hodowlach bakteryjnych — Sigma A9518
Ampicylina
Antybiotyk stosowany w hodowlach bakteryjnych — A&A 2018-25
Chloramfenikol Biotechnology
Antybiotyk stosowany w hodowlach bakteryjnych — Lab Empire STP101.25
Streptomycyna
B-27 — suplement do hodowli neuronow Gibco 17504044
BAPTA Merck 14510
Bialko G polaczone z agaroza Roche 11243233001
(Protein G-Agarose)
Blekit bromofenolowy Sigma 114391
-merkaptoetanol Sigma M3148
Bufor Tris-Glicyna-SDS (10 x st¢zony) VWR 0783
Chlorek magnezu szesciowodny (MgCl2 * 6 H20) Stanlab 09/06/20
Chlorek potasu (KCI) Stanlab 33/02/20
Chlorek sodu (NaCl) Chempur 117941206
Chlorek wapnia (CaCly) Sigma C3306
CultureOne Supplement Gibco A3320201
CytoTox-ONE Homogenous Membrane Integrity Assay Promega G7890
Deoksycholan sodu (DOC) Sigma 30970
DL-ditiotreitol (DTT) Sigma D9779
Dodecylosiarczan sodu (SDS) Sigma L3771
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; medium HyClone SH30243.02
DMEM z 4 mM L-glutaminag, 4500 mg/L glukoza i
pirogronianem sodu)
ECL Western Blotting Detection Reagent (Cytiva) Amersham RPN2109
ECL Select Western Blotting Detection Reagent Amersham RPN2235
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Etylowy alkohol bezwodny 99,8% POCH BASIC | BA6480111
Filtry o $rednicy 0,45 pm VWR 514-0063
Fluorek cezu (CsF) Sigma 20990
Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) Merck 52332
Glicerol Sigma G5516
Glicyna Sigma (G8898
Glukoza Sigma G6152
Glutamina Gibco 25030-081
Glutaminian Sigma G1251
HEPES Sigma H4034
HEPES (1 M) Gibco 15630-056
Hoechst 33342 Invitrogen H3570
Inhibitory proteaz Roche 05892791001
Izopropanol Sigma 19516
Koncentratory wirowkowe Vivaspin 100 kDa Sartorius VS2042
Kwas borny (H3BO3) Sigma B6768-500g
Kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA) Alomone N-170
Kwas siarkowy (V1) (H2SO4) Chempur 115749995
Laminina Roche 11243217001
LB A&A 2020-1000
Biotechnology
Marker PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo 26616
Scientific
MDL29951 Achemblock 033884
Membrana nitrocelulozowa Amersham Protran Amersham 10600016
Supported 0,45 um (Cytiva)
Metanol 99,8% Linegal 50-1224
chemicals
Nadsiarczan amonu (APS) Sigma A3678
Neurobasal Gibco 21103-049
Normalna surowica kozia (NGS) Sigma S26
NP-40 Sigma 85124
Odczynnik Bradforda Sigma B6916
Paraformaldehyd (PFA) Sigma P6148
Plodowa surowica bydleca (FBS) Sigma F7524
Ptytki 6-dotkowe pokrywane PDL Corning 354413
Plytki 24-dotkowe pokrywane PDL Corning 356414
Ptytki 24-dotkowe VWR 734-2325
Ptytki 96-dotkowe do pomiaru fluorescencji Thermo Fisher 237105
Scientific
Ptytki 96-dotkowe do pomiaru st¢zenia biatka VWR 734-2781PL
Poli-D-lizyna (PDL) Sigma P7280-5mg
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Ponceau S VWR K793
ProLong™ Gold Antifade Mountant Thermo Fisher P36930
Scientific
Roztwor soli Hanksa (HBSS) Sigma H4641
Sacharoza Sigma S7903
Saponina Sigma 47036
Siarczan cezu (Cs2S0a) Alfa Aesar Al16767.14
Siarczan sodu (Na2S0a4) Sigma 238597
Sol fizjologiczna buforowana fosforanem (PBS) Sigma P4417
S6l sodowa adenozynotrojfosforanu (NaATP) Sigma A3377
Szalki o $rednicy 9 cm, do zaktadania hodowli VWR 391-0604
pierwotnych
Szalki o $rednicy 10 cm, do hodowli komodrek VWR 734-2321
HEK 293T/17
Szalki o $rednicy 10 cm, pokrywane PDL Corning 356469
(Cellware Biocoat Poly-D-Lysine, PDL)
Szkietka nakrywkowe o $rednicy 13 mm VWR 631-0149
TEMED Sigma T9281
Tetraboran sodu dziesigciowodny Sigma B3545-500g
Tetrodotoksyna (TTX) Alomone T-550
TMB (1-Step™ Turbo TMB-ELISA Substrate Solution) Thermo 34022
Scientific
Tris Sigma T1503
Tris-HCI Sigma T5941
Trypsyna Gibco 15090-046
Tween 20 Sigma P1379
Wodorofosforan sodu (Na2HPO4) Applichem A6292,0250
Zestaw do izolowania biatek powierzchniowych Abcam ab206998
(Cell Surface Protein Isolation Kit)
Zestaw do izolowania biatek synaptosomalnych Thermo 87793
(Syn-PER™ Synaptic Protein Extraction Reagent) Scientific
Zestaw do izolowania i oczyszczania plazmidowego Qiagen 12163

DNA
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Tabela 3. Sktad roztwordéw, buforow, zeli i pozywek stosowanych w eksperymentach.

Nazwa

Sklad

Pozywka do pierwotnych hodowli
neurondéw kory mézgu szczura
(Neurobasal wzbogacony)

Neurobasal, 2% B27, 0,5 mM glutamina, 12,5 uM
glutaminian, 100 1U/ml penicylina G, 100 ug/ml
streptomycyna, 1% CultureOne Supplement

Pozywka do hodowli komorek
HEK 293T/17 (DMEM
wzbogacony)

DMEM z 4 mM L-glutaming, 4500 mg/L glukoza i
pirogronianem sodu, 10% FBS, 100 1U/ml penicylina
G, 100 pg/ml streptomycyna

Bufor do ptukania neuronéw
podczas ich izolowania (HBSS
wzbogacony)

HBSS, 11 mM HEPES, 100 1U/ml penicylina G, 100
pug/ml streptomycyna

Bufor HEBS (2x stezony)

42 mM HEPES, 274 mM NaCl, 10 mM KCI, 11 mM
glukoza, 1,4 mM NaxHPOQOg4, pH = 7,04

Bufor do stymulacji neuronéw

10 mM HEPES, 1,3 mM CaCl,, 110 mM NaxSOs,
5 mM Cs2S04, 0,75 mM NaHPO4, 10 mM glukoza,
pH =7,4+ 50 uM NMDA + 100 uM glicyna

Bufor boranowy

0,04 M H3BOs3, 0,01 M NazB4O7+ 10 H20, pH =8,5

Bufor do lizy

1% NP-40, 50 mM Tris (pH = 7,5), 150 mM NacCl,
0,5% DOC, 0,1% SDS, 1 mM PMSF, inhibitory
proteaz

Bufor Laemmliego (6x stgzony)

350 mM Tris-HCI (pH = 6,8), 30% glicerol, 10% SDS,
9,3% DTT, 0,012% btekit bromofenolowy

Zel rozdzielajacy (10%)

0,4 M Tris pH = 8,8, 10% akrylamid, 0,1% SDS, 0,1%
APS, 0,1% TEMED

Zel zageszczajacy (4%)

0,125 M Tris pH = 6,8, 4% akrylamid, 0,1% SDS,
0,1% APS, 0,1% TEMED

Bufor do elektroforezy

0,025 M Tris, 0,192 M glicyna, 0,1% SDS

Bufor do elektrotransferu

25 mM Tris, 195 mM glicyna, 20% metanol, 0,1%SDS

Bufor TBST

50 mM Tris (pH = 7,5), 154 mM NacCl, 0,1% Tween20

Bufor do strippingu

62,5 mM Tris-HCI (pH = 6,8), 2% SDS, 100 mM -
merkaptoetanol

Whole cell patch-clamp:

Roztwor wewnatrzkomorkowy

140 mM CsF, 5 mM BAPTA, 1 mM CaClz, 4 mM
MgClz, 10 MM HEPES, 2 mM Na,ATP, pH = 7,3

Roztwoér zewnatrzkomorkowy

140 mM NacCl, 1,3 mM CaCl,, 5 mM KCI, 25 mM
HEPES, 33 mM glukoza, 500 nM TTX, pH =7,35

Roztwoér zewnatrzkomorkowy
z glicyng

Roztwoér zewnatrzkomorkowy
+ 100 uM glicyna

Roztwor zewnatrzkomorkowy
z MDL29951 i glicyna

Roztwor zewnatrzkomorkowy
+ 100 uM glicyna + 5 uM MDL29951

Roztwoér zewnatrzkomodrkowy
Z NMDA 1 glicyng

Roztwoér zewnatrzkomorkowy
+ 50 uM NMDA + 100 uM glicyna
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3.2 Model badawczy

Badania opisane w niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzone zostaty w modelu in

vitro na pierwotnych hodowlach neuronéw kory mozgu szczura.

3.2.1 Pierwotna hodowla neuronow kory mozgu szczura

Do zaktadania pierwotnych hodowli neuronéow kory moézgu wykorzystywano 19-
dniowe embriony szczuréw szczepu Wistar. Cig¢zarne samice hodowano w zwierzetarni
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej imienia M. Mossakowskiego PAN (IMDiK,
PAN). Komorki pozyskiwano wedtug metody opisanej w publikacji [Klejman i wsp., 2009].
Po dekapitacji embrionéw izolowano mozgi, a nastepnie kory mozgu, ktore przenoszono do
wzbogaconego buforu HBSS (Tabela 3). Tkanke trawiono 0,2% trypsyng przez 37 minut
w temperaturze 37°C 1 rozdysocjowywano mechanicznie przez pipetowanie. Komorki
zawieszano w pozywce Neurobasal wzbogaconej w 2% B27, 0,5 mM glutaming, 12,5 uM
glutaminian oraz antybiotyki (100 1U/ml penicyling G i 100 pg/ml streptomycyng) i wysiewano
zgodnie ze schematem przedstawionym w Tabeli 4. Hodowle prowadzono przez 10 dni w 37°C,
w atmosferze 5% CO i 95% powietrza, w inkubatorze Heracell™ 150i CO; (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

Tabela 4. Schemat wysiewania komorek w zaleznos$ci od rodzaju eksperymentu.

Rodzaj eksperymentu Gestos¢ Naczynie hodowlane
Koimmunoprecypitacja szalki o $rednicy 10 cm
Biotynylacja biatek 10 x 10° pokrywane PDL
powierzchniowych komorek/szalke
Izolowanie biatek plytki 6-dotkowe pokrywane
synaptosomalnych 1,2 x 108 PDL
Przygotowanie lizatow komorek/dotek
komorkowych
ELISA 3,0 x 10° ptytki 24-dotkowe pokrywane

komorek/dotek PDL
Barwienia immunofluorescencyjne szkietka nakrywkowe
Whole cell patch-clamp 92 x 10° 0 $rednicy 13 mm pokrywane
. PDL (37,5 pg/ml) i lamining
k tek
omorel/dolek | | 55 oml) w plytkach 24-
dotkowych
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W celu ograniczenia wzrostu komorek glejowych, trzeciego dnia hodowli, polowe
pozywki wymieniano na pozywke bez glutaminianu zawierajacg inhibitor proliferacji komorek
nieneuronalnych — CultureOne Supplement. Na podstawie barwien immunofluorescencyjnych
biatek markerowych neuronow i gleju (odpowiednio MAP2 oraz GFAP), przeprowadzonych
W naszej pracowni, okreslono, ze 90% komorek takiej hodowli stanowity neurony [ Wojtyniak
I wsp., 2022].

Rycina 6. Przykladowa fotografia w Swietle przechodzacym przedstawiajaca morfologie
pierwotnych hodowli neuronéw kory mézgu szczura. Powigkszenie 40x.

Pokrywanie szkietek poli-D-lizyna i lamining

Aby zwigkszy¢ przyczepno$¢ 1 przezywalno$¢ neurondéw powierzchni¢ szkietek
uzywanych do pierwotnych hodowli powlekano zwigzkiem syntetycznym zwigkszajacym
adhezj¢ komorek do podtoza — poli-D-lizyng (PDL) oraz biatkiem macierzy
zewnatrzkomoérkowej — lamining. Procedure wykonywano w warunkach sterylnych z uzyciem
komory z laminarnym przeptywem powietrza oraz sterylnych odczynnikow. Szkietka
nakrywkowe o $rednicy 13 mm umieszczano w dotkach ptytki 24-dotkowej, zalewano
roztworem 37,5 pg/ml PDL i 1,25 ug/ml lamininy w buforze boranowym (Tabela 3)
I powlekano przez noc w temperaturze pokojowej, bez dostepu do $wiatta. Nastepnego dnia
szkietka plukano sterylng, ultraczysta woda dejonizowang (Milli-Q) i suszono. Plytki ze

szkietkami przechowywano w temperaturze 4°C, bez dost¢pu do swiatta do momentu uzycia.
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3.3 Hodowle bakteryjne
3.3.1 Przygotowanie bakterii kompetentnych

Do produkcji plazmidow wykorzystywano kompetentne bakterie Escherichia coli
szczepu TOP 10F’ (Invitrogen), ktore otrzymywano poprzez inkubacj¢ komorek w zimnym
roztworze 100 mM CaCly, stosujgc procedur¢ zamieszczong w podreczniku ,,Molecular
Cloning” [Sambrook i wsp., 1989]. Zgodnie z ta procedura, komorki byty wysiewane na stale
podtoze LB (Tabela 6) z dodatkiem streptomycyny (Tabela 2) i inkubowane w 37°C przez noc.
Drugiego dnia 10 ml ptynnej pozywki LB z antybiotykiem zaszczepiano jedng kolonig
bakteryjng iinkubowano przez noc w 37°C, wytrzasajac 160 rpm. Trzeciego dnia 1 ml
zawiesiny bakteryjnej dodawano do 100 ml ptynnej pozywki LB z antybiotykiem i inkubowano
w 37°C przez 3h do otrzymania wartosci ggstosci optycznej w przedziale 0,3-0,5. Nastepnie
komorki inkubowano na lodzie przez 10 minut 1 wirowano 1300 X g, 10 minut w 4°C. Osad
komorkowy zawieszano w schtodzonym, sterylnym 100 mM CaClz, inkubowano 30 minut na
lodzie i ponownie odwirowywano w tych samych warunkach. Osad komoérkowy zawieszano

w 100 mM CaCl, z 15% glicerolem i zamrazano w cieklym azocie.

3.3.2 Transformacja bakterii kompetentnych

Do przeprowadzenia transformacji bakterii kompetentnych stosowano metode szoku
termicznego. W tym celu 1 pl plazmidu o stgzeniu 0,1-5 pg/ul dodawano do 35 pl bakterii
i inkubowano przez 30 minut na lodzie, a nastgpnie w bloku grzewczym ThermoStat™ C
(Eppendorf, Hamburg, Niemcy) przez 1 minut¢ w 42°C i 5 minut na lodzie. Dodawano 1 ml
plynnej pozywki LB i wytrzasano 200 rpm (60 minut, 37°C). Komorki wirowano 10 000 x g
przez 3 minuty w temperaturze pokojowej, nastgpnie zawieszano w czeSci supernatantu
| wysiewano na stale podloze LB z odpowiednim antybiotykiem (dla scrRNA, shStiml
i shStim2 — 34 ug/ml chloramfenikol, dla VSVG i A8.9 — 100 ug/ml ampicylina) i inkubowano
w 37°C przez noc. Drugiego dnia 5 ml ptynnej pozywki LB z antybiotykiem zaszczepiano jedng
kolonig bakteryjng i wytrzasano z predkoscig 160 rpm w 37°C przez 6 godzin. Po tym czasie
zawiesine bakteryjng dodawano do 500 ml ptynnej pozywki LB z antybiotykiem 1 wytrzasano

w 37°C przez noc. Trzeciego dnia zbierano osad bakteryjny, wirujac 6000 X g, 15 minut w 4°C.
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Tabela 5. Wektory lentiwiusowe.

Nazwa Producent Opis
shStim1 ORIGENE, 4 unikalne 29-merowe konstrukty shRNA
TL707032 w wektorach lentiwirusowych z metkg GFP,
zawierajace gen opornosci na chloramfenikol
shStim2 ORIGENE, 4 unikalne 29-merowe konstrukty ShRNA
TL704348 w wektorach lentiwirusowych z metka GFP,
zawierajace gen opornosci na chloramfenikol
SCrRNA ORIGENE, 29-merowa, niefunkcjonalna sekwencja shRNA
TR30021 w wektorze lentiwirusowym z metka GFP,

zawierajaca gen opornosci na chloramfenikol
pMD2.G-VSVG Didier Trono, Wektor pakujacy, ktory koduje biatko otoczki

(VSVG) Addgene, 12259 | wirusa VSV-G, zawiera gen opornosci na
ampicyling

pCMV-ARS8.91 Didier Trono, Wektor pakujacy, zawiera gen opornosci na
(A 8.9) Addgene, 22036 | ampicyling

Tabela 6. Podtoza bakteryjne.
Plynne podioze LB 1% tryptonu, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt drozdzowy
State podioze LB 1% tryptonu, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt drozdzowy, 1,5% agar

3.3.3 lIzolowanie i oczyszczanie plazmidowego DNA

Plazmidowe DNA z hodowli bakteryjnych izolowano przy uzyciu komercyjnie
dostepnego zestawu Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Stosowano zmodyfikowang metode¢ lizy
alkalicznej, po ktorej nastepowato wigzanie plazmidowego DNA ze zlozem jonowymiennym
w warunkach niskiego pH 1 niskiej zawartosci soli. Nastepnie RNA, biatka, barwniki oraz
zanieczyszczenia drobnoczasteczkowe usuwano poprzez plukania buforami o S$redniej
zawartos$ci soli. Plazmidowe DNA eluowano buforem o wysokiej zawartosci soli, a nastgpnie
Zageszczano 1 wytrgcano przy uzyciu izopropanolu.

Zgodnie z protokotem producenta zestawu osad bakteryjny zawieszano w 10 ml buforu
P1, dodawano 10 ml buforu P2, mieszano i inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej.
Dodawano 10 ml schtodzonego buforu P3, mieszano i inkubowano przez 20 minut, po czym
wirowano 20 000 x g, 30 minut w 4°C. Kolumng ze ztozem jonowymiennym przemywano 10
ml buforu QBT i1 dodawano supernatant zawierajacy plazmidowe DNA. Zloze ptukano
dwukrotnie 30 ml buforu QC i plazmidowe DNA eluowano przy pomocy 15 ml buforu QF oraz
wytragcano w 10,5 ml izopropanolu. Nastepnie zawiesing wirowano 15 000 x g, 30 minut

w 4°C, osad przemywano 5 ml 70% etanolu oraz wirowano 15 000 x g, 10 minut. Suchy osad
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zawieszano w 200 pul sterylnej Milli-Q. Stezenie wyizolowanego, plazmidowego DNA
mierzono przy pomocy spektrofotometru do pomiaru mikroobjetosci DS 11 FX+ (De Novix,

Wilmington, USA) na podstawie absorbancji probek przy dtugosci fali 260 i 280 nm.

3.4 Produkcja lentiwirusow i transdukcja neuronow

Komérki HEK 293T/17 (ATCC, USA) hodowano w pozywce DMEM (z 4 mM L-
glutaming, 4500 mg/L glukozg i pirogronianem sodu) wzbogaconej w 10% FBS i antybiotyki
(100 1U/ml penicyling G i 100 ug/ml streptomycyne) w 37°C, w atmosferze 5% COz i 95%
powietrza w inkubatorze Heracell™ 150i CO2. W dniu transfekcji komorki osiggaty 70-80%
konfluencji. Wirusy przygotowywano metoda transfekcji z uzyciem fosforanu wapnia. W tym
celu do probdéwek typu eppendorf o pojemnosci 1,5 ml dodawano okreslone objgtosci
plazmidowego DNA (2,5 pg VSVG, 7,5 ng A8.91 10 pg scrRNA/shStim1/shStim?2). Nastepnie
dodawano po 500 pl 0,25 M CaCl; oraz kroplami, caty czas mieszajac, 500 pl 2x stezonego
buforu HEBS i mieszano przez kolejne 5 sekund na wytrzgsarce typu vortex. Tak przygotowang
mieszaning transfekowano komorki.

Drugiego dnia pozywke hodowlang wymieniano na pozywke przeznaczong do
pierwotnych hodowli neuronow (Neurobasal wzbogacony). Czwartego dnia wydajnosc
transfekcji okreslano na podstawie intensywnosci fluorescencji GFP przy pomocy mikroskopu
fluorescencyjnego Olympus IX71 (Olympus, Tokio, Japonia), nastepnie zbierano pozywke
hodowlang z wirusem i wirowano 1000 X g, 5 minut w temperaturze pokojowej. Supernatant
przesaczano przez filtry o $rednicy 0,45 um o niskim powinowactwie do biatek 1 zaggszczano
z uzyciem koncentratoréw wirowkowych Vivaspin (masa czgsteczkowa odcigcia 100 kDa)
poprzez serie¢ wirowan 3000 x g, 30 minut, 4°C. Zageszczone medium z wirusem porcjowano
I przechowywano w -80°C do czasu uzycia. Miano wirusa oznaczano poprzez zastosowanie
serii rozcienczen zageszczonego medium zawierajacego Wirusy, transdukcje pierwotnych
hodowli neuronow kory mézgu i selekcje, korzystajac z techniki western blot.

Pigtego dnia hodowli przeprowadzano transdukcje. W tym celu do pozywki Neurobasal
dodawano odpowiednie objetosci zaggszczonego medium  zawierajagcego  wektory
lentiwirusowe. Po 6 godzinach pozywke wymieniano na Neurobasal wzbogacony i hodowle
kontynuowano przez kolejne 5 dni w 37°C, w atmosferze 5% CO2 i 95% powietrza, do czasu
przeprowadzenia eksperymentow. Aby wyciszy¢ ekspresje gendéw kodujacych biatka STIM,

stosowano dostepne komercyjnie 29-merowe konstrukty RNA o kroétkiej strukturze spinki do
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wlosow (ang. short hairpin RNA, shRNA) w wektorach lentiwirusowych z metkg GFP (Tabela
5). Sposréd czterech unikalnych shRNA dla kazdego z biatek STIM, do eksperymentow
wybrano po dwa konstrukty wyciszajace (shStim C i shStim D) w oparciu o zadowalajaca
skuteczno$¢ wyciszenia ekspresji gendéw kodujgcych biatka STIM. W eksperymentach
stosowano zatem cztery konstrukty (shStiml C, shStiml D, shStim2 C, shStim2 D),
0 nastepujacych sekwencjach: GGAT AATG GCTC TATT GGTG AGGA GACA GACA G
(shStim1 C), CTTC CAAT GGTA GCCA TCGG CTGA TTGA G (shStim1 D), TTAG CCAG
AAGC AGTA GTTT ATGC CGCT C (shStim2 C), AGTC TGGA AGCA CTTC AGAC
AATA CATA A (shStim2 D). Jako kontrolg dla komoérek transdukowanych stosowano 29-
merowe konstrukty zawierajace niefunkcjonalne sekwencje shRNA z metka GFP (ang.

scrambled RNA, scrRNA) o sekwencji GCAC TACC AGAG CTAA CTCA GATA GTACT.

3.5 Warunki aktywacji endocytozy NMDAR

Dziesiagtego dnia hodowli w celu wywotania endocytozy NMDAR neurony poddawano
15-minutowemu traktowaniu 50 uM NMDA i 100 uM glicyna w buforze do stymulaciji,
w temperaturze 37°C [Nong i wsp., 2003; Fang, 2011]. Aby zapobiec uszkodzeniu komorek
wskutek silnej aktywacji NMDAR, K* i CI~ zostaly zastapione przez Cs* i SO4>~ [Fang, 2011].
Czas trwania i site¢ bodzca dobrano na podstawie danych literaturowych [Nong i wsp., 2003;
Lopez-Menendez i wsp., 2019].

3.5.1 Ocena przezywalnosci neuronéw

Przezywalno$¢ komorek badano przy uzyciu komercyjnie dostgpnego zestawu
CytoTox-ONE Homogenous Membrane Integrity Assay, za pomocg ktorego okreslano poziom
dehydrogenazy mleczanowej (ang. lactate dehydrogenase, LDH) uwalnianej z uszkodzonych
lub martwych komoérek. W tym celu pobierano 100 ul bufor do stymulacji, ktorym traktowane
byty komorki 1 przenoszono do ptytki 96-dotkowej, po czym dodawano 100 ul odczynnika
CytoTox-ONE™ Reagent i wytrzgsano przez 30 sekund. Po 10-minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej dodawano 50 ul odczynnika Stop Solution i wytrzgsano przez 10
sekund. Nastgpnie mierzono fluorescencje¢ przy dtugosci fali wzbudzenia A = 560 nm 1 dtugosci
fali emisji A =590 nm. Ilos¢ LDH uwalnianej przez neurony transdukowane normalizowano do
ilosci uwalnianej z komorek typu dzikiego. Natomiast ilos¢ LDH uwalnianej przez neurony

traktowane NMDA 1 glicyng normalizowano do ilosci uwalnianej z komorek nietraktowanych.
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3.6 Analiza bialek metoda immunoblotting (western blot)
3.6.1 Przygotowanie lizatow komérkowych

W celu uzyskania lizatow komorkowych uzywano buforu do lizy o skladzie
przestawionym w Tabeli 3. Bezposrednio przed doswiadczeniem do buforu dodawano 1 mM
PMSF oraz inhibitory proteaz. Wszystkie etapy eksperymentu prowadzono na lodzie. Komorki
ptukano, dodawano 0,5 ml PBS, odwirowywano 1500 x g, 5 minut, 4°C, po czym do osadu
dodawano 50 pl buforu do lizy i inkubowano 30 minut. Lizat komérkowy poddawano krotkiej,
20-sekundowej sonikacji w homogenizatorze ultradzwickowym Vibra-Cell™ VCX 130
(SONICS, Newtown, USA). Nastepnie wirowano z predkoscig 17 000 x g, 15 minut, 4°C, po

Czym mierzono stgzenie biatka w supernatancie.

3.6.2 Pomiar stezenia bialka metodg Bradforda

Stezenie biatka w lizatach komoérkowych, frakceji biatek powierzchniowych oraz frakcji
biatek synaptosomalnych mierzono metoda Bradforda. W metodzie tej stezenie biatka oznacza
si¢, mierzac absorbancje kompleksu biatka z barwnikiem Coomassie brilliant blue G250.
Barwnik ten w srodowisku kwasnym tworzy kompleksy z biatkami i zmienia barwg z bragzowej

na niebieska. Intensywnos¢ tej barwy jest proporcjonalna do ilo$ci biatka w probce.

Analizowane probki rozcienczano woda Milli-Q w stosunku 1:14 i inkubowano
z odczynnikiem Bradforda przez 5 min w temperaturze pokojowej z wytrzasaniem 300 rpm.
Absorbancje mierzono przy A = 595 nm korzystajac ze spektrofotometru INFINITE M1000
PRO (Tecan Group Ltd, Mannedorf, Szwajcaria). Aby obliczy¢ stezenie biatka, korzystano
z krzywej wzorcowej otrzymanej na podstawie pomiaréw uzyskanych dla serii rozcienczen

roztworu o znanym stezeniu biatka. Jako biatko wzorcowe uzywano BSA.

3.6.3 Biotynylacja bialek powierzchniowych

W neuronach typu dzikiego biatka powierzchniowe oznaczano przy pomocy niezdolnej
do przenikania przez btong komdrkowa biotyny, korzystajac z komercyjnie dostepnego zestawu
Cell Surface Protein Isolation Kit (Abcam, ab206998). Wszystkie etapy eksperymentu
prowadzono na lodzie. Komorki plukano buforem PBS, a nastgpnie inkubowano ze §wiezo
przygotowanym roztworem Sulfo-NHS-SS-Biotyny przez 30 minut w 4°C. Nadmiar biotyny
wigzano poprzez dodanie buforu wigzacego biotyne. Komorki skrobano 1 wirowano 2000 X g,

5 minut, 4°C. Osad ptukano buforem TBS i ponownie wirowano w tych samych warunkach.
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Komorki poddawano lizie przez 30 minut. Lizat wirowano 10 000 X g, 2 minuty w temperaturze
pokojowej. Supernatant przenoszono do nowych probowek, o0znaczano stgzenie biatka,
a nastepnic takie same ilosci biatka nakladano na kulki optaszczone streptawidyna
i inkubowano na rotatorze obrotowym przez dwie godziny w 4°C. Po tym czasie frakcje biatek
niezwigzanych oddzielano, a kulki ze streptawidyng plukano trzykrotnie buforem do
przemywania, po kazdym plukaniu wirowano 800 X g przez 1 minute w 4°C. Bialka
powierzchniowe wymywano przy pomocy 0,1 M DTT w buforze PBS.

3.6.4 Izolowanie bialek synaptosomalnych

Biatka synaptosomalne izolowano przy uzyciu komercyjnie dostgpnego zestawu Syn-
PER™ Synaptic Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific). Wszystkie etapy
eksperymentu prowadzono na lodzie. Komorki ptukano buforem PBS, dodawano 50 pl
odczynnika do izolowania synaptosomow z 1 mM PMSF oraz inhibitorami proteaz i komorki
zeskrobywano. Po odwirowaniu 1200 x g, 10 minut, 4°C, zachowywano supernatant, ktory
wirowano 15 000 x g, 20 minut, 4°C. Osad zawieszano w 40 pl odczynnika do izolowania

synaptosomow i oznaczano stezenie biatka.

3.6.5 Koimmunoprecypitacja

Lizaty komodrkowe wirowano 15 000 x g, 15 minut w 4°C, nastepnie w celu usunigcia
biatek, ktore niespecyficznie wigzg si¢ ze ztozem, supernatant inkubowano z potgczonym
z agarozg biatkiem G. Oczyszczony lizat komorkowy naktadano na ztoze z odpowiednim
przeciwciatem i inkubowano na rotatorze obrotowym, przez noc w 4°C. Rownolegle, w ten sam
sposOb przygotowywano probki z kontrola negatywng, ktorag stanowilo przeciwciato
skierowane przeciw kroliczemu IgG. (Przeciwciata wykorzystywane do immunoprecypitacji
biatek przedstawiono w Tabeli 7.) Kolejnego dnia oddzielano nadsgcz od ztoza, ktore ptukano
trzykrotnie buforem do lizy. Po kazdym ptukaniu prébki wirowano 1000 X g, 2 minuty, 4°C.

Immunoprecypitaty wymywano ze ztoza 2x stezonym buforem Laemmliego.

3.6.6 Elektroforeza w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) i elektrotransfer

Biatka denaturowano w buforze Laemmliego przez 5 minut w temperaturze 95°C.
Nastepnie na 10% zele poliakrylamidowe (Tabela 3) o grubosci 1,5 mm naktadano po 20 ug
biatka. Aby zidentyfikowaé wielko$¢ prazkow po rozdziale elektroforetycznym, na zel wraz

z probkami naktadano marker masy molekularnej PageRuler Prestained Protein Ladder 10-180
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kDa. Elektroforeze prowadzono w buforze do elektroforezy (Tabela 3), w temperaturze
pokojowej przy napigciu 70 V (gdy probki znajdowaty sie W zelu zageszczajacym), a nastgpnie
120 V (gdy probki znajdowaty sie w zelu rozdzielajacym) w aparacie Mini-PROTEAN® Tetra
Vertical Electrophoresis Cell, PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, USA). Po rozdziale elektroforetycznym biatka przenoszono na membrang
nitrocelulozowa 0 wielkosci porow 0,45 um Amersham Protran Supported (GE Healthcare).
Elektrotransfer mokry prowadzono w buforze do elektrotransferu (Tabela 3) przy nat¢zeniu 400
mA, przez 90 minut, na lodzie. Aby potwierdzi¢ skutecznos¢ transferu i rownos$¢ naktadania

biatka w kazdej sciezce wykonywano barwienie Ponceau S.

3.6.7 Detekcja bialek z uzyciem przeciwcial

Membrang nitrocelulozowa plukano w buforze TBST (Tabela 3) a nastgpnie, aby
zapobiec niespecyficznemu wigzaniu si¢ przeciwciat, blokowano przy pomocy 5%
odtluszczonego mleka w TBST (bufor blokujacy) przez 60 minut w temperaturze pokojowej.
Po tym czasie membrang inkubowano z przeciwcialami pierwszorzedowymi (Tabela 7)
w buforze blokujacym w temperaturze 4°C przez noc. Kolejnego dnia membrane ptukano
I inkubowano z przeciwcialami drugorzgdowymi sprzgzonymi z peroksydaza chrzanowa
(Tabela 8), skierowanymi przeciwko mysim (1:4000) lub kroliczym (1:5000) 1gG. Inkubacje
prowadzono w buforze blokujacym przez 60 minut w temperaturze pokojowej i ponownie
ptlukano. Wizualizacji biatek na membranie dokonywano przy uzyciu gotowego zestawu do
reakcji chemiluminescencji ECL Western Blotting Detection Reagent (Amersham) w aparacie
Fusion FX (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Francja). Aby zbada¢ kolejne biatka na tej samej
membranie, przeciwciata pierwszorzedowe i drugorzedowe zwigzane z membrang usuwano
przy pomocy buforu do strippingu, membrang ptukano, po czym ponownie blokowano

I inkubowano z innymi przeciwcialami.

Densytometryczng analiz¢ iloSciowa bialek wykonano za pomocg programu Image
Studio Lite, wersja 5.2. Wyniki normalizowano wzglgdem catkowitej iloéci biatka, uzyskanej
przy pomocy barwienia Ponceau S tej samej Sciezki, przeliczanej przy uzyciu programu ImageJ
(NIH, Bethesda, MD, USA) [Comajoan i wsp., 2018; Thacker i wsp., 2016]. Ze wzgledu na
otrzymywanie  niewielkiej ilosci biatkka w  przypadku biotynylacji = wyniki
normalizowano wzgledem sygnatu otrzymanego dla biatek referencyjnych, a-tubuliny dla
lizatu komodrkowego i N-kadheryny dla biatek powierzchniowych. Natomiast wyniki

koimmunoprecypitacji normalizowano wzgl¢dem biatek precypitowanych.
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Tabela 7. Charakterystyka przeciwciat pierwszorzedowych wykorzystywanych w pracy.

Antygen | Pochodzenie Producent Masa Uzywane
(1zotyp) antygenu rozcienczenie
(kDa) lub ilosé
[o[€] krolik Merck, 12-370 - 3 ug, co-IP
GIuN1 mysz Thermo Fisher Scientific, 130 1:200 WB
(1gG2a) 32-0500 1:50 IF
GluN1 kawia Alomone, AGP-046 - 1:100 ELISA
domowa
GluN1 krolik Abcam, ab17345 - 1:50 IF
GIuN2A krolik Alomone, AGC-002 120 1:200 WB
1:50 IF
3 ug, co-IP
GIuN2A mysz Abcam, ab240884 - 1:100 ELISA
(1gG2a) 1:50 IF
GIluN2B krolik Proteintech, 21920-1-AP 180 1:200 WB
3 ng, co-IP
GIluN2B krolik Alomone, AGC-003 - 1:100 ELISA
1:50 IF
GIluN2B mysz Abcam, ab93610 - 1:50 IF
(19G)
STIM1 krolik Proteintech, 11565-1-AP 90 1:200 WB
1:50 IF
STIM2 krolik Proteintech, 21192-1-AP 100 1:200 WB
STIM2 krolik Alomone, ACC-064 - 1:50 IF
EEA1 mysz BD, GT10811 170 1:200 WB
(1gG) 1:50 IF
PSD95 krolik Alomone, APZ-009 95 1:200 WB
PSD95 krolik Cell signalling, 2507S 95 1:200 WB
kalneksyna krolik Proteintech, 10427-2-AP 100 1:0000 WB
MAP2 kura Thermo Fisher Scientific, - 1:500 IF
PA1-16751
N- krolik Proteintech, 22018-1-AP 130 1:2000 WB
kadheryna
a-tubulina krolik Proteintech, 11224-1-AP 55 1:200 000 WB
LDH krolik Proteintech, 14824-1-AP 35 1:1000 WB
ATPaza krolik Proteintech, 14418-1-AP 110 1:0000 WB
Na*/K*

Zastosowane skroty: co-IP — koimmunoprecypitacja, IF — barwienia immunofluorescencyjne, WB —
western blot, ELISA — test immunoenzymatyczny ELISA.
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Tabela 8. Charakterystyka przeciwciat drugorzedowych wykorzystywanych w pracy.

Przeciwcialo Antygen Producent Uzywane
rozcienczenie
Przeciwciato z Sigma-Aldrich, 1:4000 WB
peroksydazg chrzanowg IgG mysie A9044 1:2000 ELISA
(z kozy)
Przeciwciato z Proteintech, 1:5000 WB
peroksydaza chrzanowa IgG krolicze SA00001-2 1:2000 ELISA
(z kozy)
Przeciwciato z Proteintech, 1:2000 ELISA
peroksydaza chrzanowa | IgG kawii domowej SA00001-12
(z kozy)
Przeciwciato z barwnikiem IgG mysie Thermo Fisher 1:500 IF
fluorescencyjnym Scientific,
AlexaFluor 488 (z kozy) A21131
Przeciwciato z barwnikiem IgG2a mysie Thermo Fisher 1:500 IF
fluorescencyjnym Scientific,
AlexaFluor 488 (z kozy) A32723
Przeciwciato z barwnikiem IgY kurze Thermo Fisher 1:500 IF
fluorescencyjnym Scientific,
AlexaFluor 568 (z kozy) Al11041
Przeciwciato z barwnikiem IgG kroélicze Thermo Fisher 1:500 IF
fluorescencyjnym Scientific,
AlexaFluor 647 (z kozy) A21245

Zastosowane skroty: IF — barwienia immunofluorescencyjne, WB — western blot, ELISA — test
immunoenzymatyczny ELISA.

3.7 Oznaczanie bialek powierzchniowych — test immunoenzymatyczny
ELISA

Poniewaz do biotynylacji biatek powierzchniowych wymagana jest duza ilo$¢ materiatu
badanego (Tabela 4), co wigzatoby si¢ z duzym zuzyciem lentiwirusow, W neuronach
transdukowanych scrRNA Iub shStim, biatka powierzchniowe oznaczano przy pomocy testu
immunoenzymatycznego ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) zgodnie
z procedurg opisang w ,,Jonotropic Glutamate Receptor Technologies” [Horak i Ho Suh, 2016].
Komorki utrwalano w 4% roztworze PFA i 4% sacharozy przez 15 minut w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie ptukano i blokowano miejsca niespecyficznego wigzania przeciwciat
buforem blokujacym zawierajacym 5% BSA, pomijajac etap permabilizacji. Komorki
inkubowano z przeciwciatami pierwszorzedowymi (Tabela 7) w buforze blokujgcym przez 2

godziny w temperaturze pokojowej. W eksperymentach uzywano przeciwcial wykrywajacych
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N-koncowe, zewnatrzkomorkowe fragmenty badanych biatek. Po plukaniu, komorki
inkubowano z przeciwciatami drugorzedowymi znakowanymi peroksydaza chrzanowa (Tabela
8) przez 60 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie komorki ptukano, dodawano 300
ul TMB, bedacego substratem dla peroksydazy chrzanowej i inkubowano przez 30 minut bez
dostepu $wiatla. Reakcje¢ zatrzymywano, dodajac 300 ul 1M H2SOs, po czym mierzono
absorbancje przy dtugosci fali 450 nm, korzystajac ze spektrofotometru INFINITE M1000 PRO
(Tecan Group Ltd, Minnedorf, Szwajcaria). W celu normalizacji uzyskanych wynikow
wykonywano barwienie jader komérkowych barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33342
(1:120 000, 5 min). Fluorescencj¢ mierzono przy dtugosci fali wzbudzenia 358 nm i dlugosci
fali emisji 461 nm.

3.8 Barwienia immunofluorescencyjne

Komérki utrwalano 4% roztworem PFA i 4% sacharozy przez 15 minut, plukano
I inkubowano 10 minut w roztworze zawierajacym 0,05% saponiny w celu permabilizacji bton
komorkowych. Miejsca niespecyficznego wigzania przeciwcial blokowano poprzez 60-
minutowg inkubacj¢ z buforem blokujacym zawierajagcym 2% NGS. Nastepnie komorki
inkubowano z przeciwciatami pierwszorzedowymi (Tabela 7) w buforze blokujacym z 0,05%
saponing przez 120 minut w temperaturze pokojowej. Komorki ptukano, a nastepnie
inkubowano z przeciwcialami drugorzedowymi sprz¢zonymi z barwnikami fluorescencyjnymi
(Tabela 8) przez 45 minut, bez dostgpu $wiatla. Jadra komorkowe barwiono znacznikiem
fluorescencyjnym Hoechst 33342 (1:10 000, 5 minut). Preparaty plukano woda Milli-Q,
osuszano i naktadano na szkietka podstawowe, zamykajac je w odczynniku ProLong™ Gold
Antifade Mountant i pozostawiano do wyschnigcia przez noc. Preparaty przechowywano

W ciemnosci w temperaturze 4°C.

Preparaty ogladano w Srodowiskowym Laboratorium Laserowych Technik
Mikroskopowych IMDIK PAN z wykorzystaniem konfokalnego laserowego mikroskopu
skaningowego LSM 780/Elyra PS.1 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Niemcy). Zdj¢cia wykonano
za pomocg obiektywu immersyjnego 63xAlpha Plan-Apochromat. Rozdzielczos¢ obrazu
wynosita 1024x1024 pikseli. Do wzbudzania barwnikoéw fluorescencyjnych stosowano: laser
argonowy (488 nm) do wzbudzenia Alexa Fluor 488, laser ciala stalego (561 nm) do
wzbudzenia Alexa Fluor 568, laser helowo-neonowego (633 nm) do wzbudzenia Alexa Fluor
647 i diodg¢ 405 nm do wzbudzenia barwnika Hoechst.
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Obrazy analizowano za pomocg oprogramowania ZEN 3.0 (blue edition) oraz Imagel
(NIH, Bethesda, MD, USA) z wykorzystaniem rozszerzenia ,,Manders Coefficient”. Do oceny
stopnia kolokalizacji badanych bialek wykorzystywano wspotczynnik kolokalizacji Mandersa
(ang. Manders’ co-localization coefficient, M1) [Manders i wsp., 1993]. Zdjecia byly
poddawane dekonwolucji w  programie ImageJ z zastosowaniem  rozszerzenia

,,Deconvolution”, ,,Diffraction PSF 3D” oraz ,,Iterative Deconvolution”.

3.9 Pomiary elektrofizjologiczne metoda whole cell patch-clamp

Calkowity prad jonowy plynacy przez NMDAR znajdujace si¢ w blonie komorkowej
pojedynczego neuronu rejestrowano przy uzyciu techniki whole cell patch-clamp. Komorki
ogladano pod mikroskopem $wietlnym odwroconym Olympus IX71 (Olympus America Inc,
Center Valley, PA, USA) potaczonym z kamerg cyfrowa Optikam B3 — 4083.B3 (Optika Italy,
Ponteranica, Wtochy). Mikroskop i mikromanipulator ROE-200 (Sutter Instrument, Novato,
CA, USA) znajdowaty si¢ na stole antywibracyjnym. Cato$¢ ostonigta byta miedziang siatka
ekranujaca, ktora pehita funkcje klatki Faradaya. Szklane mikropipety, w ktorych umieszczano
elektrode, przygotowywano w dniu eksperymentu, korzystajac z wyciggarki do mikropipet P-
87 Flaming/Brown Micropipette Puller (Sutter Instrument, Novato, CA, USA) w taki sposob,
aby ich opor wynosit okoto 3 MQ. Wnetrze mikropipety wypetniano nastgpnie roztworem
wewnatrzkomoérkowym (Tabela 3) o sktadzie zblizonym do plynu wewnatrzkomérkowego.
Badania prowadzono zgodnie z procedurg opisang w publikacji [Nong i wsp., 2003]. W czasie
eksperymentow szkietka z komoérkami umieszczano w komorze i zanurzano w roztworze
zewnatrzkomorkowym (Tabela 3) doprowadzanym przez manualnie sterowany system do
perfuzji. Predko$¢ przeptywu wynosita §rednio 1 ml/minut¢. Nastgpnie przy pomocy
mikromanipulatora zblizano pipet¢ z elektroda do wybranej komodrki. Po uzyskaniu
konfiguracji ,,cell-attached” (potaczenie pipety z btong komorkows) czekano, az opor pipety
osiggnie warto$¢ ponad 1 GQ, a nastgpnie uzyskiwano konfiguracje ,,whole-cell” przez
przerwanie blony komorkowej (R < 10 MQ). Aby zarejestrowaé catkowity prad jonowy
ptynacy przez NMDAR roztwor zewnatrzkomoérkowy z 50 uM NMDA i 100 uM glicyng
aplikowano do komory z komoérkami przez cztery 4-sekundowe podania w odstepach 5-
minutowych i rejestrowano oddzielnie dla kazdej komoérki. Endocytoz¢ NMDAR indukowano
poprzez 4-sekundowe podanie NMDA i glicyny poprzedzone 5-minutowg inkubacjg komorek
w roztworze zewnatrzkomorkowym z 100 uM glicyng. Aby zablokowa¢ endocytoze NMDAR,

do roztworu zewnatrzkomérkowego dodawano dodatkowo antagoniste¢ NMDAR 0 wysokim
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powinowactwie do miejsca wigzania glicyny (5 uM MDL29951). Pomiary prowadzono
w temperaturze pokojowej, przy potencjale odniesienia rownym -60 mV. Sygnaty pomiarowe
pradu jonowego NMDAR rejestrowano przy uzyciu wzmacniacza Axopatch 1-D. Dane
zdigitalizowano z wykorzystaniem programu DigiDatal200A, sygnat filtrowano za pomoca
filtra dolnoprzepustowego o czestotliwosci granicznej 2 kHz i uzyskiwano za pomoca
programu pClamp10.6, a nastgpnie analizowano w programie Clampfit 10.7. Do§wiadczenia

wykonano w Katedrze i Zaktadzie Farmakoterapii i Opieki Farmaceutycznej WUM.

3.10 Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono w programie Prism 10.0 (GraphPad, San Diego,
CA, USA). Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng z odchyleniem wyrazonym jako
btad standardowy sredniej (= SEM) z 3 do 7 niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotno$é
statystyczng okreslono za pomoca niesparowanego lub sparowanego testu t-Studenta (przy
poréwnywaniu dwodch grup). Gdy porownywano wigcej niz dwie grupy, istotnosc¢ statystyczng
okreslano przy pomocy jedno- lub dwuczynnikowej analizy wariancji (one-way/two-way
ANOVA) z zastosowaniem testu post hoc Tukeya. Przedziaty istotno$ci oznaczano w sposob
nastepujacy: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
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4 Wyniki
4.1 Badanie endocytozy NMDAR po krotkotrwalej, silnej aktywacji tego
receptora

Liczne doniesienia dowiodly, ze traktowanie Szczurzych neurondéw korowych
i hipokampalnych NMDA i glicyng w wysokich st¢zeniach prowadzi do endocytozy NMDAR
w modelach in vitro [Nong i wsp., 2003; Fang, 2011; Lopez-Menendez i wsp., 2019]. Dlatego
tez celem pierwszej czgsci pracy bylo potwierdzenie tych wynikow i sprawdzenie, czy 15-
minutowe traktowanie neurondéw kory moézgu szczura 50 uM NMDA i 100 uM glicyna
prowadzi do endocytozy NMDAR. Sprawdzono tez, ze wybrane warunki aktywacji endocytozy

NMDAR nie wptywaly na zywotno$¢ neuronéw (Rycina 7).

4.1.1 Oznaczanie immunoreaktywnosci GIluN1, GIuN2A, GIuN2B i bialek STIM
w lizatach komérkowych i w blonie komorkowej

Do oznaczania immunoreaktywnosci podjednosttk NMDAR oraz biatek STIM
w btonie komodrkowej neurondéw stosowano metode znakowania biatek powierzchniowych za
pomoca biotyny. Po =zakonczeniu biotynylacji i wyptukaniu nadmiaru odczynnika
przygotowywano lizaty komoérkowe. Immunoreaktywnos¢ biatek we frakcji powierzchniowej
i w lizatach komoérkowych analizowano z wykorzystaniem techniki western blot (Rycina 8).
Czystos¢ frakeji biatek powierzchniowych potwierdzano brakiem obecnos$ci markera frakcji
cytoplazmatycznej — LDH oraz obecnos$cig biatek charakterystycznych dla btony komorkowej
— N-kadheryny oraz ATP-azy Na*/K*. Zaobserwowano, ze 15-minutowe traktowanie neuronow
50 uM NMDA i 100 uM glicyna skutkuje obnizeniem immunoreaktywnosci GIuUN1 i GIuN2B
odpowiednio do 61,02% + 9,86% (p = 0,0008) oraz 81,61% =+ 7,22% (p = 0,0181), podczas gdy
catkowity poziom tych biatek w lizatach komérkowych nie zmieniat si¢ (Rycina 8). Wyniki te
mogg $wiadczy¢ o internalizacji NMDAR zbudowanych z GIuN1 i GIuN2B (GIuN2B-
NMDAR). Immunoreaktywnos¢ GIUN2A w lizatach komérkowych zmniejszyta si¢ 0 20,75%
+ 5,62% (p = 0,0003) a na powierzchni btony komérkowej zmalata o 37,31% + 15,71% (p =
0,0448). Wyniki te mogg wskazywaé, ze poza internalizacja, niewielka cze$¢ NMDAR
zbudowanych z GIuN1 i GIuUN2A (GIuN2A-NMDAR) ulega degradacji. Immunoreaktywno$¢
biatlek STIM1 i STIM2 zaréwno w lizatach komorkowych, jak i we frakcji biatek
powierzchniowych pozostala niezmieniona. Wyniki te pokazuja, ze krotkotrwate, silne
pobudzenie NMDAR zwigksza internalizacje¢ GIUN2A-NMDAR i GIuN2B-NMDAR, nie
wptywajac na lokalizacje biatek STIM.
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Rycina 7. Krétkotrwala, silna aktywacja NMDAR nie wplywa na Zywotno$¢ neuronow in vitro.
Wykres przedstawiajacy uwalnianie LDH z neuronéw kontrolnych i neuronéw traktowanych 50 uM
NMDA i 100 uM glicyna przez 15 minut. Wyniki normalizowano wzgledem neuronéw kontrolnych
i przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SEM z czterech niezaleznych powtorzen biologicznych.
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Rycina 8. Kroétkotrwala, silna aktywacja NMDAR prowadzi do internalizacji GluN1, GIuN2A
i GIUN2B z blony komérkowej. Reprezentatywne obrazy western blot i analiza densytometryczna
immunoreaktywnos$ci podjednostek NMDAR (GIuN1, GIuN2A, GIuN2B) i biatek STIM w lizacie
komorkowym oraz we frakcji bialek powierzchniowych izolowanych z neuronéw kontrolnych
i neuronow traktowanych 50 uM NMDA i 100 uM glicyna przez 15 minut. W eksperymentach
stosowano kontrole tadowania takie jak a-tubulina (dla lizatow komorkowych) oraz N-kadheryna (dla
frakcji biatek powierzchniowych). Jako biatko markerowe frakcji cytoplazmatycznej i frakcji biatek
powierzchniowych uzywano odpowiednio LDH oraz ATP-azy Na'/K*. Wyniki normalizowano
wzgledem neuronow kontrolnych i przedstawiono jako srednig arytmetyczng + SEM z trzech
niezaleznych powtorzen biologicznych. Istotnosé¢ statystyczng okreslano za pomocg niesparowanego
testu t-Studenta; *p < 0,05; ***p < 0,001.
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4.1.2 Oznaczanie immunoreaktywnosci GIuN1, GIuN2A, GIuN2B i bialek STIM
w synaptosomach

Nastepnie zbadano w jaki sposob krotkotrwala, silna aktywacja NMDAR wplywa na
poziom badanych biatek we frakcji synaptosomalnej (Rycina 9), w sktad ktorej wchodza
zarowno biatka blony presynaptycznej, jak i postsynaptycznej. Podobnie jak we frakcji biatek
powierzchniowych, we frakcji bialek synaptosomalnych obserwowano obnizenie
immunoreaktywnosci GluN1, GIuN2A oraz GluN2B odpowiednio do 81,84% + 8,06% (p =
0,0161), 70,64% + 16,43% (p = 0,0072) oraz 80,96% = 6,77% (p = 0,0107). Wyniki te moga
$wiadczy¢ o tym, ze w wybranych warunkach eksperymentalnych dochodzi do internalizacji
synaptosomalnych NMDAR. Podobnie jak w przypadku frakcji biatek powierzchniowych, we
frakcji bialek synaptosomalnych nie obserwowano zmian w immunoreaktywnosci biatka
STIM2. Natomiast obnizenie poziomu biatka STIM1 do 81,12% =+ 5,51% (p = 0,0008) we
frakcji biatek synaptosomalnych, przy braku réznic we frakcji biatek powierzchniowych, moze

sugerowaé przemieszczenie si¢ tego biatka z synaptosomow do obszarow pozasynaptycznych.
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Rycina 9. Krétkotrwala, silna aktywacja NMDAR prowadzi do internalizacji GIuN1, GIuN2A
i GIUN2B z synaptosomow. Reprezentatywne obrazy western blot oraz analiza densytometryczna
immunoreaktywnosci podjednostek NMDAR (GIuN1, GIuN2A, GIuN2B) i biatek STIM we frakcji
biatek synaptosomalnych izolowanej z neuronéw kontrolnych i neuronéw traktowanych 50 uM NMDA
i 100 uM glicyng przez 15 minut. Jako biatko markerowe zageszczen postsynaptycznych i ER uzywano
odpowiednio PSD95 i kalneksyny. Wyniki przeliczano na catkowitg ilo§¢ biatka okreslang przy pomocy
barwienia Ponceau S (Materiaty i metody, 3.6.7), normalizowano wzgledem neuronéw kontrolnych
i przedstawiono jako $rednig arytmetycznag + SEM z czterech do sze$ciu niezaleznych powtorzen
biologicznych. Istotnos¢ statystyczna okreslano za pomoca niesparowanego testu t-Studenta; *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.1.3 Analiza kolokalizacji GIuN1, GIuN2A, GluN2B z bialkiem markerowym wczesnych
endosomow (EEA1)

W celu sprawdzenia, czy w wyniku krotkotrwatej, silnej aktywacji NMDAR ulegaja
endocytozie, wykonywano barwienia immunofluorescencyjne GIuN1, GIuN2A i GIuN2B
z biatkiem markerowym wczesnych endosoméw (EEAL), anast¢pnie okreslano stopien
kolokalizacji tych biatek za pomoca wspoétczynnika kolokalizacji M1 (Rozdziat 3.8). Aby
zidentyfikowaé neurony, wykonywano znakowanie markera zaawansowanego zréznicowania
neuronalnego, biatka zwigzanego z mikrotubulami 2 (ang. Microtubule-Associated Protein 2,
MAP2). W warunkach kontrolnych warto§¢ M1 dla kompleksow GIuN1-EEA1, GIuUN2A-
EEA1 i GIuN2B-EEA1 wynosita odpowiednio 0,115 + 0,008, 0,123 + 0,018 i 0,123 + 0,020
(Rycina 10Aa, 10Ba, 10Ca). Co oznacza, ze odpowiednio 11,5%, 12,3% i 12,3% czerwonych
pikseli kolokalizowato z zielonymi pikselami [Zinchuk i wsp., 2007]. Po krotkotrwatej, silnej
aktywacji NMDAR zaobserwowano istotny wzrost wartosci wspotczynnika kolokalizacji M1
dla kazdej z badanych par biatek, a roznice byty widoczne zarowno w ciele komoérkowym, jak
I dendrytach (Rycina 10). Po traktowaniu komérek NMDA i glicyng warto$¢ M1 dla badanych
par biatek wzrosta odpowiednio do 0,170 + 0,009 (p = 0,0001), 0,196 + 0,027 (p = 0,0459)
10,200 £ 0,018 (p = 0,0094). Oznacza to, ze odpowiednio 17,0%, 19,6% i 20,0% czerwonych
pikseli kolokalizowato z zielonymi pikselami. Tym samym warto$¢ wspotczynnika M1 wzrosta
047,83%, 59,35% i 62,60% odpowiednio dla GIuN1-EEAL, GIuN2A-EEAL i GIuN2B-EEAL.
Wyniki te pokazuja, ze GIuN2A-NMDAR oraz GIuN2B-NMDAR ulegaja endocytozie do

endosomow wcezesnych juz po 15 minutach silnej aktywacji NMDAR.
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Rycina 10. Krotkotrwala, silna aktywacja NMDAR zwieksza kolokalizacje GIuN1, GIuN2A
i GIUN2B z bialkiem markerowym wczesnych endosomow (EEA1). (A, B, C) Reprezentatywne
barwienia immunofluorescencyjne oraz wykresy prezentujace stopien kolokalizacji okreslony przy
pomocy wspoétczynnika kolokalizacji Mandersa (M1) podjednostek NMDAR (GIuN1, GIuN2A,
GIuN2B) i EEA1 dla neuronéw kontrolnych i neuronéw traktowanych 50 uM NMDA i 100 uM glicyna
przez 15 minut. Komoérki barwiono przeciwciatami anty-GIuN1, anty-GIuN2A i anty-GluN2B
(czerwony), anty-EEA1 (zielony), anty-MAP2 (r6zowy) oraz barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst,
ktory wybarwia jadra komorkowe (niebieski). W celu identyfikacji neuronéw wykonywano barwienia
swoistego markera neuronalnego - MAP2. W przedostatniej kolumnie przedstawiono zlozenie
barwienia (A) GIuN1, (B) GIuN2A, (C) GIuN2B z barwieniem EEAL, a w ostatniej jego 7-krotne
powiekszenie. Strzatkami zaznaczono miejsca kolokalizacji podjednostek NMDAR z EEAL. Wszystkie
zdjecia zostaty wykonane przy uzyciu mikroskopu konfokalnego, pochodza z pojedynczej ptaszczyzny
optycznej, przechodzacej przez srodek jadra komorkowego i zostaty poddane dekonwolucji. Skala: 20
um i 1 um. Wspotezynnik M1 obliczano z (a) kilku neuronéw (Neurony), (b) pojedynczego neuronu
(Neuron) oraz (c) dendrytu (Dendryt). Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczna + SEM z trzech
niezaleznych powtorzen biologicznych. Istotnosé statystyczng okreslano za pomocg niesparowanego
testu t-Studenta; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.1.4 Pomiar calkowitego pradu jonowego plynacego przez NMDAR

Aby dodatkowo potwierdzi¢, ze NMDAR ulegaja endocytozie wskutek krotkotrwate;j,
silnej aktywacji mierzono catkowity prad jonowy ptynacy przez te receptory. Poniewaz
technika whole cell patch-clamp jest czuta na desensytyzacje NMDAR, protokoét zostat dobrany
w taki sposob, aby ograniczy¢ wystgpowanie tego zjawiska (Rycina 11A). W czasie
eksperymentow szkietka z komoérkami umieszczano w komorze i zanurzano w roztworze
zewnatrzkomorkowym doprowadzanym przez manualnie sterowany system do perfuzji. Aby
zarejestrowac catkowite prady jonowe ptynace przez NMDAR w warunkach, w ktorych nie
dochodzi do desensytyzacji NMDAR, do komory z komorkami aplikowano roztwor
zewnatrzkomoérkowy z 50 uM NMDA i 100 uM glicyng w czterech 4-sekundowych podaniach
w odstgpach 5-minutowych. Endocytoze NMDAR indukowano poprzez wczesniejsza
inkubacja komoérek w roztworze zewnatrzkomorkowym ze 100 uM glicynga. Endocytoze
NMDAR blokowano poprzez dodawanie do roztworu zewnatrzkomorkowego antagonisty
NMDAR o wysokim powinowactwie do miejsca wigzania glicyny (5 pM MDL29951).
Calkowity czas eksperymentu wynosit 15 minut. Jak pokazano na Rycinie 11B, kolejne
podawanie NMDA i glicyny nie powodowato obnizenia amplitudy pradu jonowego ptynacego
przez NMDAR (t = 0 min, t = 5 min). Jezeli jednak podanie NMDA i glicyny zostato
poprzedzone 5-minutows inkubacja komorek w roztworze z glicyna, skutkowato to obnizeniem
amplitudy pradu do 23,00% + 5,71% (p < 0,0001) w poréwnaniu do wartosci poczatkowej
(Rycina 11B, t = 10 min). Podobng warto$¢ natezenia pradu otrzymywano rowniez przy
kolejnym podaniu NMDA i glicyny (Rycina 11B, t = 15 min). Efektu tego nie obserwowano
natomiast po zastosowaniu MDL29951 (Rycina 11C). Amplituda catkowitego pradu jonowego
ptynacego przez NMDAR pozostawata wowczas niezmieniona (91,86% + 6,20%, p = 0,5480).
Poniewaz przytaczenie glicyny jest niezb¢dne do wywotania zaleznej od klatryny endocytozy
NMDAR (co opisano bardziej szczegdétowo w rozdziale 1.3.3.4), wyniki te potwierdzaja, ze

wskutek krotkotrwatej, silnej aktywacji NMDAR dochodzi do endocytozy tego receptora.
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Rycina 11. Krotkotrwala, silna aktywacja NMDAR obniza amplitude calkowitego pradu
jonowego plynacego przez te receptory. (A) Schemat eksperymentu whole-cell patch clamp. (B, C)
Reprezentatywne przebiegi catkowitego pradu jonowego NMDAR zarejestrowane dla pojedynczych
komorek oraz wykresy przedstawiajace znormalizowang amplitudg tego pradu w neuronach 4-krotnie
traktowanych 50 uM NMDA i 100 uM glicynag (NMDA + Gly) przez 4 sekundy, ptukanych uprzednio
roztworem zewnatrzkomérkowym lub roztworem zewnatrzkomoérkowym z dodatkiem 100 uM glicyny,
lub roztworem zewnatrzkomorkowym z dodatkiem 100 uM glicyny i 5 uM MDL29951. Amplitudy
pradow jonowych NMDAR normalizowano do warto$ci szczytowej pradu uzyskanej w wyniku
pierwszego podania NMDA i glicyny dla danej komorki. Wyniki przedstawiono jako $rednig
arytmetyczng + SEM z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych, z 7-9 komorek dla kazdej grupy.
Istotno$¢ statystyczng okre$lano za pomoca sparowanego testu t-Studenta; ***p < 0,001.
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4.2 Wplyw endocytozy NMDAR na oddzialywania bialek STIM z NMDAR

Badania wykonane przez dr hab. Gruszczynska-Biegala wykazaly wystepowanie
fizycznych oddziatywan miedzy biatkami STIM i podjednostkami NMDAR (GIuN2A
i GIuUN2B) w pierwotnych hodowlach neuronéw kory moézgu szczura in vitro [Gruszczynska-
Biegala i wsp., 2020]. Oddzialywania te miaty charakter dynamiczny i zalezaty od stopnia
wypeliania magazynéw wapniowych w ER. Dlatego tez kolejnym etapem niniejszej pracy
byto sprawdzenie wystepowania bezposrednich oddziatywan biatek STIM z NMDAR
w nowych warunkach eksperymentalnych oraz zbadanie wptywu endocytozy NMDAR na te
oddzialywania. Analize przeprowadzono z wykorzystaniem metody koimmunoprecypitacji

biatek oraz barwien immunofluorescencyjnych.

4.2.1 Analiza koimmunoprecypitacji biatek STIM z GluN2A i GluN2B

Analiza wynikow koimmunoprecypitacji bialek STIM z GIuN2A 1 GIluN2B
w warunkach kontrolnych nie wykazata obecnosci kompleksow STIM1 z GIuUN2A i GIuN2B.
Natomiast odziatywania STIM2 z GIluN2A i GIluN2B byty znikome (Rycina 12). Krotkotrwata
silna aktywacja NMDAR niec wplywata na oddzialtywania STIM1 z GIluN2A, ani GIuN2B
(Rycina 12A), ale powodowata znaczny wzrost oddziatywan STIM2 z GIuN2A (339,9% +
84,14%, p = 0,0464) i STIM2 z GIuN2B (204,2% + 37,22%, p = 0,0188) (Rycina 12B).
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Rycina 12. Krétkotrwala, silna aktywacja NMDAR zwigksza oddzialywania STIM2 (ale nie
STIM1) z GIuN2A i GIuN2B. (A, B) Reprezentatywne obrazy western blot oraz analiza
densytometryczna oddziatywan biatka STIM2 z GIuN2A i GIuN2B w neuronach kontrolnych
i neuronach traktowanych 50 uM NMDA i 100 uM glicyng przez 15 minut. Do immunoprecypitacji
uzywano przeciwcial anty-GIUN2A, anty-GIuN2B, anty-lgG. Wyniki analizy densytometrycznej
przedstawiono jako immunoreaktywno$¢ koimmunoprecypitowanych bialek podzielong przez
immunoreaktywno$¢ precypitowanych bialek, normalizowano wzgledem neurondéw kontrolnych
i przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SEM z trzech do czterech niezaleznych powtorzen
biologicznych. Istotno$¢ statystyczng okreslano za pomocg niesparowanego testu t-Studenta; *p < 0,05.
Zastosowane skroty: IP — immunoprecypitat, WB — western blot

4.2.2 Analiza kolokalizacji biatka STIM2 z GIuN2A i GIuN2B

W celu potwierdzenia uzyskanych wyzej wynikow wykonywano barwienia
immunofluorescencyjne, w ktorych poréwnywano stopien kolokalizacji biatka STIM2
z GIuN2A i GIuN2B w neuronach kontrolnych oraz neuronach traktowanych NMDA i glicyna
(Rycina 13). Analiza obrazow mikroskopowych wykazata, ze w warunkach kontrolnych
STIM2 w niewielkim stopniu kolokalizuje z GIUN2A i GIuN2B, co potwierdza wystepowania
kompleksow STIM2-GIUN2A i STIM2-GluN2B juz w warunkach kontrolnych (Rycina 13A,
B).

Co wigcej, po wywotaniu endocytozy NMDAR warto$¢ wspotczynnika kolokalizacji
M1 dla STIM2 i GIuN2B wzrosta 0 27,6% z 0,29 + 0,02 do 0,37 + 0,03 (p = 0,0223) (Rycina
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uzyskane metodg koimmunoprecypitacji biatek. Ponadto rdéznicg obserwowano W ciele
komorkowym (wzrost z 0,22 + 0,01 do 0,35 + 0,03, p = 0,0007) (Rycina 13Ab), lecz nie
w dendrytach (Rycina 13Ac). Analiza koimmunoprecypitacji biatek oraz barwienia
immunofluorescencyjnego jednoznacznie wykazata zatem, ze krotkotrwala silna aktywacja
NMDAR zwigksza oddzialywania STIM2 z GluN2B.

Nie obserwowano natomiast zwickszonej kolokalizacji STIM2 i GIUN2A w warunkach
endocytozy NMDAR (brak zmian wartosci wspotczynnika M1, Rycina 13B), co uwidoczniono
metoda koimmunoprecypitacji biatek. Rozbiezno$¢ ta moze wynika¢ z zastosowania réznych
detergentow (1% NP-40 w koimmunoprecypitacji oraz 0,05% saponina w barwieniach
immunofluorescencyjnych) i przeciwciat wigzacych sie z roznymi epitopami.
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Rycina 13. Krotkotrwala, silna aktywacja NMDAR zwieksza kolokalizacje STIM2 z GIuN2B i nie
wplywa na kolokalizacje STIM2 =z GIuN2A. (A, B) Reprezentatywne barwienia
immunofluorescencyjne oraz wykresy prezentujace stopien kolokalizacji okre§lony przy pomocy
wspotczynnika kolokalizacji Mandersa (M1) biatka STIM2 i podjednosttk NMDAR (GIuN2A,
GIuN2B) dla neuronow kontrolnych i neuronow traktowanych 50 uM NMDA i 100 uM glicyna przez
15 minut. Komorki barwiono przeciwciatami anty-STIM2 (czerwony), anty-GIuN2A/GIuN2B
(zielony), anty-MAP2 (r6zowy) oraz barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst, ktory wybarwia jadra
komorkowe (niebieski). W celu identyfikacji neuroné6w wykonywano barwienia swoistego markera
neuronalnego — MAP2. W przedostatniej kolumnie przedstawiono ztozenie barwienia STIM2
z barwieniem (A) GIUN2B lub (B) GIuN2A a w ostatniej jego 7-krotne powigkszenie. Strzatkami
zaznaczono miejsca kolokalizacji STIM2 z GIuUN2A lub GIuN2B. Wszystkie zdjecia zostaty wykonane
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego, pochodza z pojedynczej ptaszczyzny optycznej, przechodzacej
przez $rodek jadra komorkowego i zostaty poddane dekonwolucji. Skala: 20 pm i 1 um. Wspotczynnik
M1 obliczano z (a) kilku neuronow (Neurony), (b) pojedynczego neuronu (Neuron) i (c) dendrytu
(Dendryt). Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM z trzech do czterech niezaleznych
powtorzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczng okre§lano za pomocg niesparowanego testu t-Student;
*p < 0,05; ***p < 0,001.
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4.3 Wplyw bialek STIM na proces endocytozy NMDAR

W warunkach endocytozy NMDAR zwigkszaly si¢ oddzialywania biatka STIM2
z NMDAR, dlatego tez w kolejnym etapie pracy badano wplyw wyciszenia ekspresji genu

Stim2 na ten proces. Dodatkowo sprawdzano rowniez efekt wyciszenia genu Stim1.

4.3.1 Oznaczanie immunoreaktywnosci GIuN1, GIuN2A, GIuN2B w lizatach
komorkowych

W pierwszej kolejnosci zbadano wptyw wyciszenia ekspresji genow kodujacych biatka
STIM na zawarto$¢ poszczegoélnych podjednostek NMDAR w lizatach komorkowych. Aby
wyciszy¢ biatka STIM neurony transdukowano wektorami lentiwirusowymi zawierajacymi
konstrukty shRNA skierowane przeciwko mRNA dla STIM1 (shStim1l C i shStim1 D) lub
STIM2 (shStim2 C i shStim2 D). Wyniki przeliczano wzgledem neuronéw transdukowanych
wektorem lentiwirusowym zawierajacym konstrukt shRNA o sekwencji niehomologicznej do
zadnego z poznanych genow (SCrRNA). Skutecznos¢ wyciszenia ekspresji genow Stim1 i Stim2
sprawdzano na poziomie biatka, przy pomocy techniki western blot (Rycina 14). Konstrukty
shStim1 C i shStim1 D obnizaty poziom biatka STIM1 w lizatach komoérkowych odpowiednio
0 80,23% + 7,66% (p = 0,0001) i 79,58% + 8,13% (p = 0,0002), a shStim2 C i shStim2 D
obnizaly poziom biatka STIM2 o0 85,31% =+ 5,70% (p < 0,0001) i 78,89% + 7,72% (p < 0,0001).
Oba biatka STIM zostaly zatem wyciszone z wysoka skutecznoscig. Dodatkowo wyciszenie
ekspresji genow Stiml i Stim2 nie wplywato na poziom badanych podjednostek NMDAR
w lizatach komdrkowych (Rycina 14).

Rownolegle badano réwniez wptyw transdukceji lentiwirusowej i wyciszenia ekspresji
gendéw kodujacych biatka STIM na zywotno$¢ neuronow in vitro. W tym celu poréwnywano
uwalnianie LDH przez komorki typu dzikiego (kontrola), komorki transdukowane wirusem
kontrolnym (scrRNA) i komorki transdukowane wirusem wyciszajacym ekspresje genu Stim1
lub Stim2 (Rycina 15). Analiza otrzymanych wynikow wykazata, ze ani transdukcja
lentiwirusami, ani wyciszenie ekspresji genéw Stiml i Stim2 nie wplywaly na zywotnos¢

neurondw w badanym modelu eksperymentalnym.
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Rycina 14. Wyciszenie ekspresji genu Stim1 lub Stim2 nie wplywa na immunoreaktywno$é GIUN1,
GIluN2A i GluN2B w lizatach komorkowych. (A, B) Reprezentatywne obrazy western blot oraz
analiza densytometryczna immunoreaktywnosci podjednostek NMDAR (GIluN1, GIuN2A, GIuN2B)
oraz biatek STIM w lizatach komorkowych izolowanych z neuronéw transdukowanych wirusem
kontrolnym (scrRNA), wirusem wyciszajacym ekspresj¢ genu Stiml (shStiml C, shStiml D) lub
wirusem wyciszajacym ekspresje genu Stim2 (shStim2 C, shStim2 D). Wyniki przeliczano na catkowitg
ilo$¢ biatka okreslang przy pomocy barwienia Ponceau S (Materialy i metody, 3.6.7), normalizowano
wzgledem neuronow transdukowanych wirusem kontrolnym (sctRNA) i przedstawiono jako $rednia
arytmetyczng = SEM z trzech do czterech niezaleznych powtorzen biologicznych. Istotnos¢ statystyczna
okreslano za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya; ***p <
0,001.
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Rycina 15. Transdukcja lentiwirusowa i wyciszenie ekspresji genu Stiml lub Stim2 nie wplywaja
na zywotno$¢ neuronow in vitro. Wykresy przedstawiajgce uwalnianie LDH z neuronéw typu dzikiego
(kontrola), neuronow transdukowanych wirusem kontrolnym (scrRNA), neuronéw transdukowanych
wirusem wyciszajacym ekspresj¢ genu Stiml (shStiml C, shStiml D) lub wirusem wyciszajacym
ekspresje genu Stim2 (shStim2 C, shStim2 D). Wyniki normalizowano wzgledem neuronéw typu
dzikiego (kontrola) i przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM z pigciu do szesciu niezaleznych
powtorzen biologicznych.
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4.3.2 Oznaczanie immunoreaktywnos$ci GIuUN1, GIuN2A, GIuN2B w blonie komérkowej

Wptyw wyciszenia ekspresji genow Stiml i Stim2 na immunoreaktywno$¢ NMDAR
w blonie komoérkowej w warunkach endocytozy NMDAR okreslano za pomocg testu
immunoenzymatycznego ELISA. Do oznaczania immunoreaktywnosci podjednostek NMDAR
znajdujacych si¢ W blonie komodrkowej uzywano przeciwcial wykrywajacych epitopy
zlokalizowane w N-koncowej, zewnatrzkomoérkowej domenie receptora, pomijajac etap
permabilizacji btony komoérkowe;j. Jak pokazano na Rycinie 16B, krotkotrwata, silna aktywacja
NMDAR w neuronach transdukowanych wirusem kontrolnym (scrRNA) wydaje si¢ obnizac
poziom powierzchniowych GIluN1, GIuN2A i GIuN2B odpowiednio do 81,01% =+ 6,43% (p =
0,0690), 83,61% =+ 3,88% (p = 0,0782) i 79,36% + 12,70% (p = 0,0884), jednak nie osiggajac
istotnosci statystycznej. Otrzymane tendencje spadkowe sg zgodne z wynikami uzyskanymi dla
komorek typu dzikiego (Rycina 8) i moga sugerowaé internalizacje NMDAR. Wyciszenie
ekspresji genu Stim1 nie wptywato na poziom podjednostek NMDAR na btonie komorkowe;j
w warunkach endocytozy receptora (Rycina 16A). W neuronach po wyciszeniu ekspresji genu
Stim2 poziom powierzchniowych GIuN1 i GIuN2B nie zmieniat si¢ (shStim2 C), natomiast
poziom powierzchniowych GIUN2A (shStim2 C) oraz GIuN1, GIuN2A i GIuN2B (shStim2 D)
wzrastat odpowiednio do 113,9% + 8,58% (p = 0,0023), 124,0% + 15,99% (p = 0,0383),
126,8% =+ 3,38% (p = 0,0001) i 137,5% + 13,09% (p = 0,0270) (Rycina 16B). Wyniki te
sugeruja, ze wyciszenie ekspresji genu kodujacego biatko STIM2, ale nie STIM1, hamuje
internalizacje NMDAR po krotkotrwatej, silnej aktywacji NMDAR.
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Rycina 16. Wyciszenie ekspresji genu Stim2 (ale nie Stim1) hamuje internalizacje GIuN1, GIuN2A
i GluN2B z blony komorkowej po krotkotrwalej, silnej aktywacji NMDAR. (A, B) Wykresy
prezentujagce immunoreaktywno$¢ GluN1, GIluN2A i GIluN2B w blonie komoérkowej neuronow
kontrolnych i neuronéw traktowanych 50 uM NMDA i 100 uM glicyng przez 15 minut,
transdukowanych wirusem kontrolnym (scrRNA), wirusem wyciszajagcym ekspresje genu Stiml
(shStim1 C, shStim1 D) lub wirusem wyciszajacym ekspresj¢ genu Stim2 (shStim2 C, shStim2 D).
Powierzchniowe GIuN1, GIuN2A i GIuUN2B oznaczano przy uzyciu przeciwciat wykrywajacych ich N-
koncowe, zewnatrzkomorkowe fragmenty, korzystajac z techniki ELISA. Wyniki normalizowano
wzglgdem neuronéw transdukowanych wirusem kontrolnym (scrRNA) i przedstawiono jako $rednig
arytmetyczng + SEM z trzech do siedmiu niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna
okre$lano za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya; *p <
0,05; **p < 0,01.

4.3.3 Oznaczanie immunoreaktywnosci GIuUN1, GIuUN2A, GIuN2B w synaptosomach

W kolejnym etapie badan, korzystajac z techniki western blot, sprawdzano wplyw
wyciszenia ekspresji genow Stim1 i Stim2 na immunoreaktywnos¢ NMDAR w synaptosomach
w warunkach endocytozy tego receptora. W tym celu izolowano biatka synaptosomalne
z neuronow kontrolnych i neurondéw traktowanych NMDA i glicyng, transdukowanych
wirusem kontrolnym (scrRNA), wirusem wyciszajacym ekspresj¢ genu Stiml (shStiml C,
shStim1l D) lub Stim2 (shStim2 C, shStim2 D). Zaobserwowano, ze krotkotrwata, silna
aktywacja NMDAR w komorkach transdukowanych scrRNA skutkowata zmniejszeniem
immunoreaktywnos$ci GluN1 i GluN2A odpowiednio do 50,43% + 12,19% (p = 0,0399)
1 54,38% + 7,76% (p = 0,0178) (Rycina 17B), co jest zgodne z wynikami otrzymanymi dla
komorek typu dzikiego (Rycina 9). Natomiast poziom GIuN2B pozostawal niezmieniony
(Rycina 17B). Wyciszenie ekspresji genu Stim1 nie wptywato na immunoreaktywnos$¢ GIluN1,
GIuN2A, GIuN2B w synaptosomach (Rycina 17A). Natomiast wyciszenie ekspresji genu Stim?2
hamowato internalizacic¢ NMDAR wywotang krotkotrwala, silng aktywacjg tego receptora
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I dodatkowo zwigkszato poziom GluN1, GluN2A oraz GIuN2B w synaptosomach do 144,73%
+ 17,82%, (p = 0,0009); 124,48% + 13,08%, (p = 0,0078) i 176,36% + 20,34%, (p = 0,0366)
dla shStim2 C oraz 156,21% =+ 10,90%, (p = 0,0001), 104,22% + 2,69%, (p = 0,0288) i 199,67%
+ 22,96%, (p = 0,0088) dla shStim2 D. Analiza uzyskanych wynikow wskazuje na to, ze
wyciszenie ekspresji genu Stim2, ale nie Stiml, moze hamowac internalizacje GluN2A-
NMDAR i GIuN2B-NMDAR z synaptosomow.
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Rycina 17. Wyciszenie ekspresji genu Stim2 (ale nie Stim1) hamuje internalizacje GIuN1, GIuN2A
i GluN2B z synaptosomow po krotkotrwalej, silnej aktywacji NMDAR. (A, B) Reprezentatywne
obrazy western blot oraz analiza densytometryczna immunoreaktywnosci podjednostek NMDAR
(GIuN1, GIuN2A, GIuN2B) i biatek STIM we frakcji biatek synaptosomalnych izolowanej z neuronow
kontrolnych i neuronéw traktowanych 50 uM NMDA i 100 uM glicyng przez 15 minut,
transdukowanych wirusem kontrolnym (scrRNA), wirusem wyciszajacym ekspresje genu Stiml
(shStim1 C, shStim1 D) lub wirusem wyciszajacym ekspresje genu Stim2 (shStim2 C, shStim2 D).
Wyniki przeliczano na catkowita ilo$¢ biatka okreslang przy pomocy barwienia Ponceau S (Materiaty
i metody, 3.6.7), normalizowano wzgledem neurondéw transdukowanych wirusem kontrolnym
(ScrRNA) i przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SEM z trzech do czterech niezaleznych
powtorzen biologicznych. Istotnos$¢ statystyczng okreslano za pomoca dwuczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.3.4 Pomiar calkowitego pradu jonowego plyngcego przez NMDAR

Aby zbada¢ efekt funkcjonalny wyciszenia ekspresji genéw kodujacych biatka STIM
mierzono calkowity prad jonowy ptynacy przez NMDAR w wyniku krétkotrwatej, silnej
aktywacji tego receptora w neuronach transdukowanych wirusem kontrolnym (scrRNA),
neuronach transdukowanych wirusem wyciszajacym ekspresje genu Stiml (shStim1 D) lub

wirusem wyciszajacym ekspresje genu Stim2 (shStim2 D).

Zgodnie z wynikami uzyskanymi dla neuronéw typu dzikiego (Rycina 11), w przypadku
neuronow transdukowanych scrRNA, kolejne podanie NMDA i glicyny nie obnizato amplitudy
calkowitego pradu jonowego plynacego przez NMDAR (t = 0 min, t = 5 min) (Rycina 18).
Jezeli jednak podanie NMDA i glicyny byto poprzedzone 5-minutowa inkubacja komorek
w roztworze z glicyna, skutkowato to obnizeniem amplitudy catkowitego pradu jonowego
ptynacego przez NMDAR do 70,49% + 7,31% (p = 0,0306), (Rycina 18B, t = 10 min)
w stosunku do wartos$ci poczatkowej. Podobny rezultat obserwowano rowniez po kolejnym
podaniu NMDA i glicyny (Rycina 18B, t = 15 min). Wynik ten potwierdza wystgpowanie
endocytozy NMDAR w neuronach transdukowanych scrRNA. Fakt, ze roznica uzyskana dla
komorek transdukowanych SCrRNA byta mniejsza niz dla komérek typu dzikiego, moze
$wiadczy¢ o tym, ze transdukcja lentiwirusami w niewielkim stopniu wptywa na endocytoze
NMDAR. Dlatego tez, wyniki uzyskane po krotkotrwatej, silnej aktywacji NMDAR neuronoéw
transdukowanych wirusem wyciszajacym ekspresje genu Stiml lub Stim2 poréwnywano
z wynikami uzyskanymi dla neuronéw transdukowanych scrRNA (a nie neuronéw typu

dzikiego).

Po wyciszeniu ekspresji genu Stim2, kolejne podawanie NMDA i glicyny nie
powodowato obnizenia amplitudy pradu jonowego ptynacego przez NMDAR (t=0 min, t=5
min) (Rycina 18D). Jezeli podanie NMDA i glicyny bylo poprzedzone wczesniejsza, 5-
minutowa inkubacjg komorek w roztworze z glicyng, to w odrdéznieniu 0d neuronéow typu
dzikiego, neuronow transdukowanych scrRNA i neuronow transdukowanych shStiml,
amplituda catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR nie ulegata zmianie (Rycina
18D, t = 10 min, t = 15 min). Wyniki te sugeruja, ze STIM2, w przeciwienstwie do STIM1,
moze regulowaé warto$¢ catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR, wplywajac

na endocytozg tego receptora.
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Rycina 18. Wyciszenie ekspresji genu Stim2 nie powoduje obnizenia amplitudy calkowitego pradu
jonowego plynacego przez NMDAR w warunkach endocytozy tego receptora. (A) Schemat
eksperymentu whole-cell patch clamp. (B, C, D) Reprezentatywne przebiegi catkowitego pradu
jonowego NMDAR zarejestrowane dla pojedynczych komorek oraz wykresy przedstawiajace
znormalizowang amplitude tego pradu w (B) neuronach transdukowanych wirusem kontrolnym
(scrRNA), (C) wirusem wyciszajacym ekspresj¢ genu Stim1 lub (D) wirusem wyciszajacym ekspresje
genu Stim2, 4-krotnie traktowanych 50 uM NMDA i 100 uM glicynag (NMDA + Gly) przez 4 sekundy,
ptukanych uprzednio roztworem zewnatrzkomérkowym lub roztworem zewngtrzkomorkowym
z dodatkiem 100 pM glicyny. Amplitudy pradéw jonowych NMDAR normalizowane byty do wartosci
szczytowej pradu uzyskanej w wyniku pierwszego podania NMDA i glicyny dla danej komoérki. Wyniki
przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM z trzech niezaleznych powtoérzen biologicznych, z 6-

|100 pA N
- - G'Iy G.Iy
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7 komorek dla kazdej grupy. Istotno$¢ statystyczna okre$lano za pomoca niesparowanego testu t-
Studenta; *p < 0,05; ***p < 0,001.
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5 Dyskusja

Zgodnie z hipoteza ekscytotoksycznosci W patogenezie chorob neurodegeneracyjnych
kluczowa rolg odgrywa podwyzszony poziom glutaminianu w przestrzeni pozakomoérkowej,
ktorego skutkiem jest przedtuzona depolaryzacja btony komodrkowej neuronéw i nadmierne
pobudzenie  jonotropowych  receptorow  glutaminianergicznych.  Rezultatem  jest
niekontrolowany naptyw Ca?', ktory prowadzi do zaburzenia transdukcji wapniowych
sygnatow komoérkowych i $mierci neuronow. Do uszkodzenia komoérek nerwowych dochodzi
gléwnie za posrednictwem NMDAR, ktore charakteryzuja si¢ wysoka przepuszczalnoscig dla
jondéw wapnia i powolng dezaktywacja. Obecnie postuluje si¢, ze biatka, ktére mogtyby
bezposrednio oddziatywaé z nadmiernie aktywowanymi NMDAR i ograniczaé naptyw Ca®" do
neuronéw moglyby w przysztosci stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu lekow stosowanych
W leczeniu choréb neurodegeneracyjnych. Jednymi z takich biatek mogtyby by¢ biatka STIM.
W badaniach przeprowadzonych przez dr. hab. Joanng Gruszczynska-Biegata na neuronach
kory moézgu szczura in vitro wykazano bowiem wystgpowanie bezposrednich oddziatywan
biatek STIM i NMDAR oraz pokazano, ze inhibitory SOCE oraz wyciszenie ekspresji genow
Stim1 i Stim2 zwiekszaja naptyw Ca®" przez NMDAR, natomiast nadekspresja tych genow
zmniejsza naplyw Ca?* przez te receptory [Gruszczynska-Biegala i wsp., 2020]. Ze wzgledu na
brak dostatecznej wiedzy na temat mechanizmu, za pomoca ktorego biatka STIM mogtyby
ogranicza¢ naptyw Ca®" przez NMDAR, celem ninigjszej pracy byta weryfikacja hipotezy
badawczej o roli biatek STIM w procesie endocytozy NMDAR, bedacym jednym z gtéwnych
mechanizmow regulujacych ilos¢ NMDAR w btonie komoérkowe;j. Zaktada ona, Ze rola biatek
STIM moze by¢ zwigzana ze zwigkszaniem endocytozy NMDAR, co skutkowaloby
ograniczonym naptywem Ca?" przez te receptory. Dlatego w niniejszej pracy skupiono sie na
zbadaniu endocytozy NMDAR i jej wplywu na odzialywania biatek STIM z NMDAR, a takze
na sprawdzeniu, czy i w jaki sposob wyciszenie ekspresji genow Stim1 i Stim2 wptywa na ten
proces. Badania przeprowadzone zostaly w modelu in vitro na pierwotnych hodowlach
neurondw kory modzgu szczura. Dos$wiadczenia zaprezentowane w niniejszej rozprawie
doktorskiej dowodza, ze sposrod dwoch badanych homologéw biatek STIM, jedynie STIM2
moze bezposrednio regulowacé endocytoze NMDAR wywotang krotkotrwata, silng aktywacja

tych receptorow.
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5.1 Endocytoza NMDAR

Wystepowanie endocytozy NMDAR w odpowiedzi na dziatanie jego endogennych
agonistow zostato po raz pierwszy opisane przez Westbrook 1 wspotpracownikéw na poczatku
XXI wieku [Vissel i wsp., 2001]. W badaniach tych wykazano, ze w wyniku wielokrotnego
podawania 1 mM glutaminianu i 100 uM glicyny warto$¢ catkowitego pradu jonowego
ptynacego przez GIuN2A-NMDAR maleje. Takie warunki traktowania komorek prowadza do
defosforylacji tyrozyny w miejscu 842 (Tyr842) w GIuN2A, ktora umozliwia przylaczenie
biatka adaptorowego AP2 do NMDAR i aktywuje endocytoze zalezng od klatryny [Vissel
I wsp., 2001]. Podobne wyniki uzyskano w innych pracach, w ktorych pokazano, ze
krotkotrwate (5-30-minutowe) traktowanie neuronéw korowych i hipokampalnych 50-1000
uM NMDA i 10-100 uM glicyng prowadzi do endocytozy NMDAR w tym samym
mechanizmie [Nong i wsp., 2003; Fang, 2011]. Dodatkowo kolejne badania wykazaty, ze
zastosowanie glicyny lub D-seryny przed podaniem NMDA i glicyny sprzyja endocytozie
NMDAR [Nong i wsp., 2003; Han i wsp., 2013; Cappelli i wsp., 2022]. Han i wspotpracownicy
udowodnili ponadto, ze endocytoza ta dotyczy zarowno GluN2A-NMDAR, jak i GIuN2B-
NMDAR [Han i wsp., 2013].

Wyniki przedstawione w ramach niniejszej pracy potwierdzaja, ze krotkotrwata (15-
minutowa), silna (50 uM NMDA i 100 uM glicyna) aktywacja NMDAR w neuronach kory
mozgu szczura in vitro prowadzi do endocytozy GIuUN2A-NMDAR oraz GIuN2B-NMDAR.
Wystepowanie tego procesu udowodniono wykazujac: (i) obnizenie immunoreaktywnos$ci
podjednostek NMDAR (GIuN1, GIuN2A i GIuN2B) w blonie komorkowej i synaptosomach
(str. 56-57, Rycina 8 i 9), co zbadano przy pomocy biotynylacji biatek powierzchniowych
I wyizolowania biatek synaptosomalnych oraz techniki western blot, (ii) zwigkszenie
kolokalizacji GIuN1, GIuN2A i GIuN2B z biatkiem markerowym wczesnych endosomow
(EEAL) (str. 59-60, Rycina 10), co pokazano przy pomocy barwien immunofluorescencyjnych,
a takze (iii) obnizenie amplitudy catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR (str.
62, Rycina 11), co wykazano przy pomocy techniki whole-cell patch clamp. W technice whole-
cell patch clamp, w odroznieniu od metod biochemicznych endocytoz¢ NMDAR wywotywano
stosujac 4-sekundowe podania 50 uM NMDA i 100 uM glicyny poprzedzone 5-minutowsa
inkubacjg ze 100 uM glicyng. Zastosowanie nieco innych protokotéw aktywacji endocytozy
NMDAR w metodach biochemicznych i metodzie elektrofizjologicznej podyktowane byto tym,

ze technika whole-cell patch clamp, w przeciwienstwie do zastosowanych metod
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biochemicznych, jest czuta na desensytyzacjc NMDAR. Protokot dobrano zatem w taki

sposob, aby zminimalizowac wystepowanie tego zjawiska.

W niniejszej rozprawie pokazano, ze stopien internalizacji NMDAR z btony
komorkowej jest wigkszy niz z synaptosomow. W zwigzku z powyzszym mozna postulowac,
ze w wybranych warunkach eksperymentalnych endocytozie ulegajg zarowno synaptyczne, jak
I pozasynaptyczne NMDAR (str. 56 i 57, Rycina 8 i 9). Obserwacja ta jest zbiezna
Z wezesniejszymi badaniami prowadzonymi na szczurzych neuronach hipakampalnych in vitro,
ktore pokazaty, ze w wyniku krotkotrwatej, silnej aktywacji NMDAR dochodzi do endocytozy
zardwno synaptycznych, jak i pozasynaptycznych NMDAR [Nong i wsp., 2003]. Co wigcej,
jak wspomniano we wstepie, przytaczenie glicyny w miejscu wigzania liganda endogennego
w GIuN1 prowadzi do zmian konformacyjnych NMDAR umozliwiajacych przytaczenie AP2
i zainicjowanie endocytozy zaleznej od klatryny [Nong i wsp., 2003, 2004]. Dlatego
zastosowanie kompetycyjnych antagonistow miejsca wigzania glicyny, takich jak MDL29951
lub L689560, uniemozliwia przylaczenie AP2 i rozpoczgcie procesu endocytozy NMDAR.
Zablokowanie endocytozy NMDAR wywotanej krotkotrwata, silng aktywacja NMDAR
poprzez zastosowanie MDL29951 potwierdzono rowniez w niniejszej pracy (str. 62, Rycina
11). Poniewaz MDL29951 blokuje zalezna od klatryny endocytoze NMDAR, mozemy
przypuszczaé, ze w naszych warunkach eksperymentalnych endocytoza zachodzi w tym
mechanizmie. Aby jednak potwierdzi¢ te przypuszczenia, nalezatoby przeprowadzi¢ dalsze
badania w tym zakresie. Interesujagcym bytoby sprawdzenie fosforylacji tyrozyny w miejscu
1472 (Tyr1472) w podjednostce GIuN2B. Zwigkszona fosforylacja Tyr1472 prowadzi bowiem
do stabilizacji GIuUN2B-NMDAR w btonie postsynaptycznej i tym samym uniemozliwia
przytaczenie AP2 i zapoczatkowanie zaleznej od klatryny endocytozy NMDAR [Schweitzer
i wsp., 2017; Wu i wsp., 2017].

Warto réwniez wspomnie¢, ze wybrane warunki krotkotrwalej, silnej aktywacji
NMDAR nie powodowaty zwigkszonej $miertelnosci komorek, o czym §wiadczy brak zmian
w uwalnianiu LDH (str. 56, Rycina 7). Ponadto, brak obnizenia immunoreaktywno$ci GluN1
i GluN2B w lizatach komorkowych moze wskazywac¢ na to, ze w wybranych warunkach
eksperymentalnych nie dochodzito rowniez do degradacji GluN2B-NMDAR (str. 56, Rycina
8). Jedynie w przypadku GIuN2A wykazano obnizenie immunoreaktywnosci w lizatach,
jednak roéznica ta byla mniejsza niz stopien internalizacji GIUN2A-NMDAR z blony

komorkowej i synaptosomow. Obserwacja ta moze sugerowac, ze niektore z endocytowanych
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GIuN2A-NMDAR ulegty degradacji. Nie jest to jednak wynik zaskakujacy, gdyz zgodnie
z obecnym stanem wiedzy GIUN2A-NMDAR z wczesnych endosoméw kierowane sa do

endosomow pdznych i lizosomow, gdzie ulegajg degradacji [Vieira i wsp., 2020].

5.2 Wplyw endocytozy NMDAR na lokalizacje bialek STIM w blonie
komérkowej i synaptosomach

Poniewaz nasza hipoteza badawcza zakladata, ze biatka STIM moga bezposrednio
oddzialtywac¢ ze znajdujacymi si¢ w blonie komorkowej i synaptosomach NMDAR oraz
zwicksza¢ ich endocytoz¢ w czasie krotkotrwalej, silnej aktywacji tych receptorow,
W niniejszej pracy badano rowniez wptyw endocytozy NMDAR na lokalizacj¢ biatek STIM.
Biotynylacja biatek powierzchniowych i izolacja biatek synaptosomalnych oraz analiza tych
frakcji przy pomocy techniki western blot wykazaty obecnos¢ obu homologoéow biatek STIM
we frakcji btony komoérkowej oraz frakcji synaptosomalnej (str. 56 i 57, Rycina 8 i 9).

Wystepowanie STIM1 w blonie komoérkowej zostalo opisane we wczesniejszych
pracach, zarowno w komorkach niepobudliwych [Spassova i wsp., 2006; Hewavitharana i wsp.,
2008; Thompson i Shuttleworth, 2013], jak i pobudliwych takich jak szczurze neurony korowe
i hipokampalne [Keil i wsp., 2010]. Ze wzgledu na motyw retencyjny KKXX w domenie C-
koncowej [Soboloff i wsp., 2006], lokalizacja biatka STIM2 ograniczona jest prawdopodobnie
jedynie do ER. Zidentyfikowano co prawda biatko preSTIM?2 o lokalizacji cytoplazmatycznej,
ktore moze taczy¢ si¢ z wewnetrzng czescig dwuwarstwy fosfolipidowej btony komorkowe,
jednak nie jest to biatko wbudowane w bton¢ komorkowa [Graham i wsp., 2011]. Obecnos¢
STIM2 we frakcji bialek powierzchniowych moze zatem wynika¢ z faktu, ze biatko to jest
zwigzane z blong komorkowa. Chociaz metoda biotynylacji bialek powierzchniowych
zakladata izolacj¢ biatek wbudowanych w blone komorkowa, we frakcji bialek
powierzchniowych zidentyfikowano takze niewielkie ilosci a-tubuliny, bedacej biatkiem
cytoszkieletu, ktore rowniez taczy si¢ z btong komorkowa (str. 56, Rycina 8) [Wolff, 2009].
Uzyskane wyniki wskazujg zatem, ze frakcja ta poza biatkami wbudowanymi w btong

komorkowa prawdopodobnie zawierata rowniez biatka zwigzane z blong komorkows.

We wczesniejszych pracach wykazano wystepowanie biatek STIM zaréwno w kolcach
dendrytycznych [Korkotian i wsp., 2017; Zhang i wsp., 2016; Garcia-Alvarez i wsp., 2015;
Pchitskaya i wsp., 2017; Wu i wsp., 2018; Sun i wsp., 2014; Dittmer i wsp., 2017], jak

i W zakonczeniach aksonalnych szczurzych i mysich neuronéw hipokampa i prazkowia
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[Chanaday i wsp., 2021; Juan-Sanz i wsp., 2017]. Znajdujace si¢ w kolcach dendrytycznych
biatka STIM aktywujac SOCE, utrzymuja staty poziom komplekséw Ca®*/CaMKII i stabilizujg
kolce dendrytyczne [Zhang i wsp., 2016]. Natomiast biatka STIM zlokalizowane
w zakonczeniach aksonalnych, poprzez aktywacje SOCE, mogg uczestniczy¢ w spontanicznym
uwalnianiu glutaminianu do szczeliny synaptycznej [Chanaday i wsp., 2021]. Wykazana
W niniejszej rozprawie obecno$¢ biatek STIM w synaptosomach (str. 57, Rycina 9) jest zatem

zgodna z danymi literaturowymi.

Wyniki przedstawione w ramach niniejszej pracy po raz pierwszy pokazaty, ze wskutek
krotkotrwatej, silnej aktywacji NMDAR, dochodzi do obnizenia immunoreaktywnosci STIM1
w synaptosomach, chociaz immunoreaktywnos$¢ tego biatka w blonie komorkowej i lizatach
komorkowych nie zmienia si¢ (str. 56 i 57, Rycina 8 i 9). Zaobserwowane zmiany moga
Swiadczy¢ o przemieszczeniu si¢ STIM1 z obszar6w synaptycznych do obszarow
pozasynaptycznych. Hipoteza ta wymaga jednak dalszej weryfikacji. Nie obserwowano
natomiast wptywu krotkotrwatej, silnej aktywacji NMDAR na immunoreaktywno$¢ STIM2
w btonie komodrkowe;j, Synaptosomach ani lizatach komorkowych. Wynik ten moze wskazywaé

na to, ze krotkotrwata, silna aktywacja NMDAR nie wptywa na lokalizacje STIM2.

5.3 Oddzialywania bialek STIM i NMDAR

Wigkszo$¢ dotychczasowych badan dotyczacych oddziatywan STIM i NMDAR,
skupiata si¢ glownie na zaleznosciach funkcjonalnych, zwigzanych z regulacja homeostazy
Ca?"w ER. W badaniach tych pokazano, ze depolaryzacja neuronéw piramidowych hipokampa
powoduje naptyw Ca?* przez NMDAR i VGCC typu L, co skutkuje obnizeniem stezenia CaZ*
w ER, oligomeryzacja i translokacja STIM1 do potaczen ER z blong komoérkows oraz
aktywacja SOCE [Simpson i wsp., 1995; Emptage, 1999; Baba i wsp., 2003; Dittmer i wsp.,
2017]. Co wiecej, obecnie wiadomo réwniez, ze inhibitory SOCE hamuja napltyw Ca®* przez
NMDAR oraz LTP w szczurzych neuronach piramidowych hipokampa [Baba i wsp., 2003].
Z kolei antagonisSci NMDAR ostabiaja SOCE w neuronach kory mozgu szczura
[Gruszczynska-Biegala i wsp., 2020]. STIM2 odgrywa réwniez istotng rolg w aktywowanym
przez NMDA LTD [Yap i wsp., 2017]. Dodatkowo w innej pracy pokazano réwniez, ze
w neuronach kory mézgu szczura in vitro inhibitory SOCE oraz wyciszenie ekspresji genow
kodujacych biatka STIM zwiekszaja naptyw Ca?* przez NMDAR, podczas gdy nadekspresja
tych genéw zmniejsza naptyw Ca?* przez NMDAR [Gruszczynska-Biegala i wsp., 2020]. Dane
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te sugeruja, ze w neuronach kory mézgu szczura biatka STIM moga zmniejszaé naptyw Ca?*

przez NMDAR.

Wystepowanie bezposrednich oddziatywan biatek STIM i NMDAR zaobserwowano po
raz pierwszy w pierwotnych hodowlach neuronéow kory mézgu szczura in vitro [Gruszczynska-
Biegala i wsp., 2020]. Oddziatywania te mialy charakter dynamiczny i zmieniaty si¢ w wyniku
aktywacji SOCE. W niniejszej pracy, przy pomocy koimmunoprecypitacji biatek oraz barwien
immunofluorescencyjncych potwierdzono wystepowanie fizycznych interakcji STIM2
z GIuN2A i GIuN2B w ciele komoérkowym i dendrytach, chociaz byty one niewielkie. Nie
obserwowano natomiast bezposrednich oddziatywan STIM1 z GIuN2A ani GluN2B. Ponadto
w tej rozprawie po raz pierwszy opisano jak krotkotrwata, silna aktywacja NMDAR
prowadzaca do endocytozy NMDAR wptywa na oddzialywania bialek STIM z NMDAR.
Chociaz endocytoza NMDAR nie wptywala na tworzenie si¢ kompleksow STIM1 z GIUN2A
ani GIuN2B, skutkowata zwigkszeniem oddziatywan STIM2 z GIUN2B w ciele komorkowym,
ale nie w dendrytach (str. 64-66; Rycina 12 i 13). Natomiast wyniki uzyskane dla kompleksu
STIM2-GluN2A byly niejednoznaczne. Metoda koimmunoprecypitacji biatek wykazano
zwigkszenie bezposrednich oddziatywan STIM2 z GIuN2A w warunkach endocytozy
NMDAR, w barwieniach immunofluorescencyjnych nie obserwowano jednak zwickszonej
kolokalizacji tych biatek. Rozbiezno$¢ ta moze wynikac ze stosowania przeciwciat wigzacych
si¢ z roznymi epitopami i/lub réznych detergentow (1% NP-40 w koimmunoprecypitacji oraz
0,05% saponiny w barwieniach immunofluorescencyjnych). Do badania koimmunoprecypitacji
bialek stosowano bowiem przeciwcialo poliklonalne anty-STIM2, a do barwien
immunofluorescencyjnych przeciwciato monoklonalne, ktérego epitopem byt C-koncowy,
cytoplazmatyczny fragment biatka STIM2. Brak roznic w kolokalizacji moze by¢ thumaczony
faktem, ze w efekcie tworzenia si¢ kompleksow biatkowych STIM2 z GluN2A, dochodzito do
zmian konformacyjnych, w wyniku ktorych dostgp przeciwciata anty-STIM2 do epitopu byt
ograniczony. Dlatego jednym rozwigzaniem tego problemu mogloby by¢ zastosowanie tego
samego przeciwciala do koimmunoprecypitacji oraz barwien immunofluorescencyjnych.
Jednak dostepno$¢ przeciwcial, ktore mozna by bylo zastosowaé w tych dwodch technikach,
byta ograniczona. Alternatywnym rozwigzaniem byltoby zastosowanie innego detergentu do
permabilizacji btony komorkowej w barwieniach immunofluorescencyjnych. Chociaz saponina
(podobnie jak NP-40) jest detergentem niejonowym, ktory nie powinien wptywaé na

oddziatywania biatko-biatko, zastosowanie innego detergentu niejonowego, np. Tritonu X-100,
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wyeliminowatoby potencjalny wptyw saponiny na badane oddzialywania. Kolejnym sposobem
jednoznacznego okreslenia wplywu krotkotrwatej, silnej aktywacji NMDAR na interakcje
STIM2 z GIUN2A wydaje si¢ przeprowadzenie badan z wykorzystaniem innych metod
biochemicznych, np. metody PLA (ang. Proximity Ligation Assay), ktora charakteryzuje si¢

wysoka czuloscia i specyficznos$cia.

5.4 Wplyw bialek STIM na endocytoz¢ NMDAR

Jak wspomniano we wstepie (Rozdziat 1.2.4) biatka STIM moga bezposrednio
oddziatywa¢ i regulowaé naptyw Ca?" nie tylko przez kanaty CRAC i TRPC, lecz réwniez przez
inne kanaly i receptory zlokalizowane w blonie komoérkowej. Skutkiem bezposredniego
oddziatywania STIM1 z kanatami VGCC typu L jest zmniejszenie czg¢stotliwosci otwar¢ tych
kanatow podczas depolaryzacji btony komoérkowej neuronu oraz zwigkszenie ich internalizacji
a w konsekwencji obnizenie naptywu Ca®* do komorki [Wang i wsp., 2010; Park i wsp., 2010].
Z kolei biatko STIM2 moze bezposrednio oddziatywa¢ z AMPAR i poprzez wptyw na procesy
endocytozy i egzocytozy, regulowac ich ilos¢ na btonie komorkowej oraz zwigksza¢ naptyw
Ca2" przez te receptory [Garcia-Alvarez i wsp., 2015; Gruszczynska-Biegala i wsp., 2016]. Co
wiecej, Yap 1 wspoOtpracownicy wykazali, ze STIM2 zwigksza transport AMPAR w kierunku
blony komoérkowej podczas LTP [Yap i wsp., 2017]. Ponadto wyniki ostatnich badan pokazaty,
ze biatka STIM mogg bezposrednio oddzialywaé z NMDAR oraz zmniejszaé¢ naptyw Ca®*
przez te receptory [Gruszczynska-Biegala i wsp., 2020] jednak mechanizm tego dziatania nie
zostal do tej pory poznany. Poniewaz, jak pokazano w niniejszej pracy, oddzialywania STIM2
z GIuN2B wzrastaty w warunkach endocytozy NMDAR, w kolejnym etapie badan sprawdzano

jak wyciszenie ekspresji genow kodujacych biatka STIM wptywa na ten proces.

W pierwszej kolejnosci wykazano, ze ekspresja genu Stiml i Stim2 zostata wyciszona
z odpowiednig skuteczno$cig (str. 68, Rycina 14). Ponadto transdukcja lentiwirusowa
I wyciszenie ekspresji genéw kodujacych biatka STIM nie wptywaly na zywotnos¢ komorek
(str. 68, Rycina 15). Nastepnie stosujac technike western blot dowiedziono, ze wyciszenie
ekspresji genow kodujacych biatka STIM nie zmienia immunoreaktywnosci podjednostek
NMDAR (GIluN1, GIuN2A, GIuN2B) w lizatach komérkowych (str. 68, Rycina 14). Rezultaty
te sg spojne z wynikami przedstawionymi przez inng grupe badawcza, w ktorych pokazano, ze
wyciszenie ekspresji genu Stim2 nie zmienia immunoreaktywnosci GIUN1 w szczurzych
neuronach hipokampalnych [Garcia-Alvarez i wsp., 2015]. Ponadto w niniejszej pracy,

korzystajac z przeciwcial skierowanych na N-koncowe, zewnatrzkomodrkowe fragmenty
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badanych  podjednostetk NMDAR oraz testu immunoenzymatycznego ELISA
przeprowadzonego z pomini¢ciem permabilizacji btony komérkowej wykazano, ze wyciszenie
ekspresji genéw kodujgcych biatka STIM nie zmienia immunoreaktywnos$ci GIUN1, GIuUN2A
ani GluN2B w btonie komorkowej (str. 70, Rycina 16). Co wiecej, analiza wynikoéw
uzyskanych z frakcji biatek synaptosomalnych i metody western blot rowniez nie wykazata
wplywu wyciszenia ekspresji genu Stim1 lub Stim2 na immunoreaktywnos$¢ GluN1, GluN2A
i GIUN2B w synaptosomach (str. 71, Rycina 17). Obserwacje te potwierdzajg badania
przeprowadzone przez Garcia-Alvarez i wspotautoréw, w ktorych pokazano brak wplywu
wyciszenia ekspresji genu Stim2 na fizyczne oddziatywania GIuN2A z biatkiem zaggszczen
postsynaptycznych - PSD95 w neuronach kory mézgu szczura in vitro [Garcia-Alvarez i wsp.,
2015].

W niniejszej rozprawie po raz pierwszy podj¢to probe zbadania roli biatek STIM
w procesie endocytozy NMDAR. W tym celu sprawdzano wplyw wyciszenia ekspresji genéw
kodujacych biatka STIM na immunoreaktywno$¢ podjednostek NMDAR w blonie
komoérkowej oraz synaptosomach w warunkach endocytozy NMDAR za pomoca testu
immunoenzymatycznego ELISA i analizy biatek synaptosomalnych metoda western blot.
Zaobserwowano, ze krotkotrwata, silna aktywacja NMDAR w neuronach transdukowanych
wirusem kontrolnym (scrRNA) wydawata si¢ obniza¢ immunoreaktywnosci GIuN1, GIluN2A
I GluN2B zar6wno w btonie komoérkowej (str. 70, Rycina 16), jak i w synaptosomach (str. 71,
Rycina 17), co jest zgodne z wynikami otrzymanymi dla neuronow typu dzikiego (str. 56 i 57,
Rycina 8 i 9). W neuronach transdukowanych scrRNA stopien internalizacji NMDAR byt
jednak nizszy niz w neuronach typu dzikiego, co moze sugerowaé, ze transdukcja
lentiwirusowa w niewielkim stopniu wplywa na proces endocytozy NMDAR. Wyciszenie
ekspresji genu Stim1 nie wptywato na immunoreaktywno$¢ podjednostek NMDAR w blonie
komorkowej ani synaptosomach w warunkach endocytozy NMDAR (str. 70 i 71, Rycina 16
117). Jednak w przeciwienstwie do wynikéw otrzymanych dla neuronéw typu dzikiego,
neuronéw transdukowanych scrRNA i neuronéw transdukowanych wirusem wyciszajagcym
ekspresje genu Stiml, w komoérkach z wyciszong ekspresja genu Stim2 nie obserwowano
obnizenia immunoreaktywnosci GluN1, GIuUN2A i GIuN2B ani w btonie komoérkowe;j, ani
w synaptosomach. Wyniki te sugeruja, ze STIM2 (ale nie STIM1) moze regulowa¢ endocytoze
GIuN2A-NMDAR i GIuN2B-NMDAR. Dodatkowym argumentem na poparcie tej hipotezy sa
wyniki barwienia immunofluorescencyjnego GIuN1, GIuN2A i GIuN2B z EEA1 w neuronach
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transdukowanych scrRNA i1 neuronach z wyciszong ekspresja genu Stiml lub Stim2,
przeprowadzone w naszej pracowni. Wyniki tych eksperymentéw wykazaty, ze wyciszenie
ekspresji genu Stim2 wiaze si¢ ze zmniejszeniem kolokalizacji GIuN1, GIuN2A i GIuN2B
z EEA1 w dendrytach, chociaz kolokalizacja w ciatach komorkowych nie ulegata zmianie. Nie
obserwowano natomiast wptywu wyciszenia ekspresji genu Stim1 na kolokalizacje tych biatek

[Serwach i wsp., 2023 — artykul w przygotowaniu do ponownego wystania po recenzjach].

Co wigcej, aby zbada¢ efekt funkcjonalny wyciszenia ekspresji genu Stim1 lub Stim2
mierzono catkowity prad jonowy ptyngcy przez NMDAR za pomocg techniki whole-cell patch
clamp. Podobnie jak w przypadku neuronéw typu dzikiego, w neuronach transdukowanych
sCrRNA oraz w neuronach z obnizong ekspresja genu Stim1, obserwowano obnizenie natezenia
catkowitego pradu jonowego plyngcego przez NMDAR w warunkach endocytozy receptora.
Natomiast po wyciszeniu ekspresji genu Stim2, amplituda tego pradu nie zmieniata sig (str. 73,
Rycina 18). Obserwacja ta moze $wiadczy¢ o tym, ze STIM2 wptywa na catkowity prad jonowy
plynacy przez te receptory poprzez regulacje endocytozy NMDAR. Wynik ten moze ttumaczy¢
badania dr hab. Gruszczynskiej-Biegaty, ktore pokazaly, ze wyciszenie ekspresji genu Stim2
zwicksza naplyw Ca?* przez NMDAR w neuronach kory mozgu szczura in vitro, natomiast
nadekspresja tego genu zmniejsza naptyw Ca?* przez NMDAR [Gruszczynska-Biegala i wsp.,
2020].

Podsumowujac, wyniki przedstawione w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej sa
istotne, gdyz poszerzaja dostgpng w literaturze wiedzg na temat roli biatlek STIM i zaleznos$ci
mig¢dzy biatkami STIM a NMDAR. Jak pokazano we wcze$niejszych pracach, depolaryzacja
btony komoérkowej neuronéw prowadzi do aktywacji NMDAR, czego rezultatem jest obnizenie
stezenia Ca?* w ER i aktywacja zaleznego od STIM1 procesu SOCE, ktory odgrywa kluczowa
role w plastycznosci synaptycznej [Simpson i wsp., 1995; Emptage, 1999; Baba i wsp., 2003;
Dittmer i wsp., 2017]. Dodatkowo w niniejszej pracy wykazano brak fizycznych interakcji
miedzy STIM1 i NMDAR (str. 64, Rycina 12). Zalezno$ci migdzy STIM1 i NMDAR maja
zatem charakter posredni, zalezny od stopnia wypelnienia ER jonami wapnia. Jak dowiedziono
W niniejszej pracy, STIM2 w przeciwienstwie do STIM1, oddziatuje z GIUN2A i GIuN2B
W sposob bezposredni a oddziatywania te zwigkszaja si¢ w warunkach endocytozy NMDAR
(str. 64-66, Rycina 12 i 13). Co wigcej, STIM2 zwicksza endocytoze GIuUN2A-NMDAR
I GIUN2B-NMDAR po krotkotrwatlej, silnej aktywacji NMDAR (str. 70-71, Rycina 16 i 17) co

powoduje obnizenie amplitudy catkowitego pradu jonowego ptyngcego przez te receptory (str.
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73, Rycina 18) i tym samym hamuje nadmierny naptyw Ca?* do komoérki [Gruszczynska-
Biegala i wsp., 2020]. Poniewaz w przebiegu wielu choréb neurodegeneracyjnych dochodzi do
nadmiernej aktywacji NMDAR i w konsekwencji do niekontrolowanego napltywu Ca?* do
komorki, biatko STIM2 jako regulator endocytozy nadmiernie aktywowanych NMDAR
mogloby w przysztosci stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu lekéw stosowanych w terapii

choréb neurodegeneracyjnych.
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6 Podsumowanie

Wyniki przedstawione w ramach niniejszej pracy wykazaty, ze:

1.

Kroétkotrwata (15-minutowa), silna (50 uM NMDA + 100 uM glicyna) aktywacja NMDAR

w neuronach kory moézgu szczura in vitro prowadzi do:

a) obnizenia immunoreaktywnosci GluN1, GluN2A i GluN2B w btonie komodrkowe;j
I W synaptosomach,

b) zwickszenia kolokalizacji GIuN1, GIuN2A i GIuN2B z EEAL,

C) obnizenia amplitudy catkowitego pradu jonowego plyngcego przez NMDAR.

STIML1 nie koimmunoprecypituje ani nie kolokalizuje z GIuN2A, ani GIuN2B. STIM2

koimmunoprecypituje oraz kolokalizuje z GIUN2A i GIuN2B. Oddziatywania STIM2

z GluN2B zwickszaja si¢ w warunkach krotkotrwatej, silnej aktywacji NMDAR.

Wyciszenie ekspresji genéw kodujacych biatka STIM nie wptywa na immunoreaktywno$¢

GIluN1, GIuN2A, GIuN2B w lizatach komorkowych, w blonie komorkowej ani

w synaptosomach.

Krotkotrwata, silna aktywacja NMDAR w neuronach z wyciszong ekspresja genu Stim2,

W przeciwienstwie do neurondow typu dzikiego, neurondéw transdukowanych scrRNA

I neuronow z wyciszong ekspresjg genu Stim1 nie prowadzi do:

a) obnizenia immunoreaktywnosci GluN1, GIluN2A i GIUN2B w btonie komodrkowe;j
i w synaptosomach,

b) obnizenia amplitudy catkowitego pradu jonowego ptynacego przez NMDAR.
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7 Whiosek

STIM2, w przeciwienstwie do STIMI1, zwigksza endocytoze GluN2A-NMDAR i GIuN2B-
NMDAR wywotang nadmierng aktywacjg tych receptoréw w neuronach kory mozgu szczura

in vitro.
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