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1. Imi¢ 1 Nazwisko: Joanna Gruszczynska-Biegala

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem podmiotu nadajgcego stopien, roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

01.2008 stopien doktora nauk biologicznych, specjalno$¢: biochemia
nadany przez rade¢ naukowg Instytutu Biologii Doswiadczalne;j
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie
Promotor: prof. dr hab. H. Strzelecka-Gotaszewska
Tytul rozprawy: “Udziat zmian konformacji aktyny w regulacji skurczu
szkieletowych mieéni kr¢gowcow”

07.1999 tytul magistra inzyniera chemii, specjalizacja: inzynieria bioprocesowa i
srodowiskowa
nadany przez dziekana Wydziatu Chemicznego, Politechnika Wroctawska
Promotor: prof. dr hab. inz. A. Noworyta

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

09.2018 — obecnie

12.2011 - 08.2018

02.2008 — 11.2011

11.2007 - 01.2008

07-09.2007

07.2002 - 06.2003

07.2001 - 06.2007

09.2000 - 06.2001

adiunkt, Pracownia Biologii Molekularnej (kierowana przez prof. dr
hab. Barbar¢ Zabtocka), Instytut Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im M. Mossakowskiego, PAN, Warszawa, Polska

starszy badacz, Laboratorium Neurodegeneracji (kierowane przez prof.
dr hab. Jacka Kuznickiego), Migdzynarodowy Instytut Biologii
Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie, Polska (z przerwa na urlop
macierzynski 03.2013-02.2014)

pracownik typu post-doc, Laboratorium Neurodegeneracji (pod
Kierunkiem prof. dr hab. Jacka Kuznickiego), Migdzynarodowy Instytut
Biologii Molekularnej 1 Komorkowej w Warszawie, Polska

badacz, Laboratorium Neurodegeneracji, Migdzynarodowy Instytut
Biologii Molekularnej 1 Komorkowej, Warszawa, Polska

badacz, Zaktad Biochemii (pod kierunkiem doc. dr hab. Jolanty
Redowicz), Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN,
Warszawa, Polska

asystent naukowy, Zaktad Biochemii (pod kierunkiem prof. Anny
Zo6tkiewskiej), Stanowy Uniwersytet w Kansas, Manhattan, USA
doktorant, Zaktad Biochemii Migsni (pod kierunkiem prof. dr hab.
Hanny Strzeleckiej-Gotaszewskiej), Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego, PAN, Warszawa, Polska (z ok. 2,5-letnig przerwg na
wyjazdy zagraniczne oraz urlop macierzynski 10.2006-04.2007)
asystent naukowy, Zaktad Biochemii Migsni, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, Warszawa, Polska

4. Omoéwienie osiggni¢c, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

Tytul osiagniecia: STIM jako bialka regulatorowe jonow wapnia w neuronach —

wystepowanie, funkcja, biatka docelowe
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Osiagniecie naukowe, ktore przedkladam ubiegajac sie o uzyskanie stopnia doktora
habilitowanego nauk medycznych, sktada si¢ z powigzanych tematycznie czterech artykutow
oryginalnych oraz jednej pracy pogladowej opublikowanych w recenzowanych czasopismach
znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR).

Opis indywidualnego wktadu habilitantki w powstanie kazdej z wyzej wymienionych
publikacji znajduje si¢ w zatgczniku 4. Oswiadczenia wspotautoréw okreslajace indywidualny

wktad kazdego z nich w powstanie poszczegdlnych prac znajduja si¢ w zataczniku 5.

1. Klejman M.*, Gruszczynska-Biegala J.*, Skibinska-Kijek A., Wisniewska M.B.,
Misztal K., Blazejczyk M., Bojarski L., Kuznicki J. (2009) Expression of STIML1 in
brain and puncta-like colocalization of STIM1 and ORAIL upon depletion of Ca*
store in neurons. Neurochem Int.; 54:49-55, Elsevier, * pierwszy wspotautor

2. Gruszczynska-Biegala J., Pomorski P., Wisniewska M.B., Kuznicki J. (2011)
Differential Roles for STIM1 and STIM2 in Store-Operated Calcium Entry in Rat
Neurons. PLOS ONE; 6:219285, PLOS.

3. Gruszczynska-Biegala J., Kuznicki J. (2013) Native STIM2 and ORAIL proteins
form a calcium-sensitive and thapsigargin-insensitive complex in cortical neurons.
J Neurochem. 126(6):727-38, Wiley.

4. Gruszczynska-Biegala J.*, Sladowska M., Kuznicki J. (2016) AMPA Receptors Are
Involved in Store-Operated Calcium Entry and Interact with STIM Proteins in Rat
Primary Cortical Neurons. Front. Cell. Neurosci. 10:251, Frontiers, * autor
korespondujacy

5. Serwach K., Gruszczynska-Biegala J.* (2019) STIM Proteins and Glutamate
Receptors in Neurons: Role in Neuronal Physiology and Neurodegenerative Diseases.
Int. J. Mol. Sci. 20, 2289, MDPI, * autor korespondujacy; artykut pogladowy napisany
na zaproszenie

Pod koniec 2007 roku dotagczylam do =zespotu prof. J. Kuznickiego w
Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej 1 Komoérkowej w Warszawie, ktory
prowadzil badania nad molekularnymi mechanizmami degeneracji neuronéw. W ramach
grantu polsko-niemieckiego rozpocze¢tam badania dotyczace owczesnie nowo-odkrytych

biatek STIM, ktore staly si¢ podstawa mojej pracy habilitacyjne;.
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WSTEP

Jony wapnia (Ca’") sa wszechobecnym wewnatrzkomorkowym przekaznikiem
sygnatow odpowiedzialnym za kontrolowanie licznych procesow komodrkowych, takich jak
zaptodnienie, proliferacja, rozwo6j, uczenie si¢ i pamie¢ (Berridge i wsp. 2000). Utrzymanie
wewnatrzkomorkowej homeostazy Ca** ma kluczowe znaczenie dla przezycia komorek
(Sammels i wsp. 2010), przy czym réwnie waznym jak lokalne stezenie Ca®* czynnikiem jest
zrodlo tych jonéw. Glownym magazynem jonéw Ca®* w komorce jest siateczka
srodplazmatyczna (ER). W komorkach niepobudliwych, takich jak np. limfocyty, kanaty
wapniowe zalezne od magazynéw wapniowych (SOCC, ang. Store-Operated Calcium
Channel) sa gtowng Sciezkg naptywu Ca® z zewnatrz komorki. Zewnatrzkomérkowy naptyw
Ca®" przez te §cisle regulowane kanaly znajdujace sic w blonie plazmatycznej (PM) sa
podstawa naptywu Ca?* zaleznego 0d oprdznienia magazynow Ca®* (SOCE, ang. Store-
Operated Calcium Entry).

Proces SOCE polega na naptywie jonoéw Ca’* ze srodowiska zewnatrzkomérkowego
przez kanaty btony komorkowej (PM) i na uzupetieniu poziomu tych jonow w ER po jego
wczesniejszym obnizeniu i uwolnieniu do cytoplazmy (Blaustein i Golovina 2001, Putney
2003). SOCE inicjowany jest przez czujniki poziomu Ca*" zlokalizowane w ER - biatka
STIM1 i STIM2 (z ang. Stromal Interacting Molecules) (Liou i wsp. 2005, Roos i wsp. 2005,
Zhang i wsp. 2005), ktore zostaly odkryte jako potencjalne biatka supresorowe nowotworéw
(Williams i wsp. 2001). Po aktywacji receptorow rianodynowych i receptorow I1P; dochodzi
do oproznienia magazynéw wapniowych ER z jonow Ca®* (Berridge i wsp. 2000), co
powoduje oligomeryzacje¢ biatek STIM i ich przemieszczanie si¢ w Kierunku PM (Liou i wsp.
2005, Zhang i wsp. 2005, Wu i wsp. 2006). Tam tworzg one kompleksy, tzw. ,,punkty”, z
biatkami kanatu wapniowego SOC - ORAIL, co prowadzi do aktywacji tego kanatu (Liou i
wsp. 2005, Mercer i wsp. 2006, Liao i wsp. 2008, Soboloff i wsp. 2006). W ten sposob
uruchamiany jest naptyw Ca’" do cytoplazmy komorek niepobudliwych (Prakriya i wsp.
2006), skad Ca?* pobierany jest do ER przez pompy SERCA (ATP-aza wapniowa retikulum
sarko/-endoplazmatycznego), co prowadzi do ponownego napetnienia jonami Ca?*
oproznionych magazynéw ER. Powszechnie uznaje si¢, ze interakcja biatek STIM z ORAI1
ma zasadnicze znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania SOCE w komorkach
niepobudliwych, ale w neuronach jego mechanizm nie byt znany gdy podejmowatam badania.
Obecnie nadal nie jest on do konca wyjasniony ze wzgledu na bardziej zlozony proces

regulacji naptywu Ca®* poprzez rozne receptory i kanaty wapniowe w PM.



Zatacznik 3 dr Joanna Gruszczynska-Biegata

STIM1 i1 STIM?2 sg integralnymi biatkami btonowymi typu I zlokalizowanymi w ER
(Varnai i wsp. 2009). N-koficowy fragment STIM1 zawiera domene wiazaca Ca’* typu EF-
hand i jest odpowiedzialny za wykrywanie zmian w poziomie Ca** wewnatrz ER i
oligomeryzacje bialek STIM. C-koncowy fragment (reszty aminokwasowe 234-685)
skierowany jest do cytoplazmy i zawiera m. in. dwie domeny typu ,,coiled-coil”. Biatko
STIM2 cechuje si¢ identycznag topologia i duzym stopniem podobienstwa na poziomie
sekwencji aminokwasowej, zasadniczo rdznigc si¢ od biatka STIM1 jedynie w C-koncowym
fragmencie za domenami coiled-coil. STIM1 oddziatuje i aktywuje kanal ORAI1 w PM
poprzez fragment obejmujacy druga domeng coiled-coil (aminokwasy 342-448), nazwany
domeng CAD (ang. CRAC activation domain; Park i wsp. 2009). Biatka STIM reaguja takze
z niektérymi kanatami wapniowymi z rodziny TRP (ang. Transient Receptor Potential), co
sugeruje, ze majg wiecej biatek efektorowych (Varnai i wsp. 2009).

Wigkszos¢ wiedzy o SOCE 1 dziataniu bialek STIM pochodzi z badan nad
komoérkami niepobudliwymi, znacznie mniej wiadomo o molekularnych podstawach tego
zjawiska w komorkach migsniowych. Natomiast do roku 2009, dopdki nie pojawity si¢ prace
naszego zespotu, nic nie bytlo wiadomo na temat zaleznego od biatek STIM mechanizmu
SOCE w neuronach. W przypadku komoérek neuronalnych zagadnienie to stato si¢ Owczesnie
przedmiotem intensywnych badan, m. in. w zwigzku z zaburzeniami homeostazy wapniowej
obserwowanymi w chorobach neurodegeneracyjnych (Bojarski i wsp. 2009, Bojarski i wsp.
2008, Wojda i wsp. 2008). Przypuszcza si¢, ze zmiany w SOCE odgrywajg wazng role w
patogenezie choroby Alzheimera (AD), jakkolwiek molekularne mechanizmy AD nie sga do

konca poznane.

CELE NAUKOWE CYKLU OMAWIANYCH PRAC

W komorkach niepobudliwych biatka STIM sg sensorami poziomu jondéw Ca’* w ER,
biorgcymi udzial w SOCE. Przez dtugi czas mys$lano, ze proces SOCE nie wystepuje W
neuronach ze wzgledu na tatwy i nieograniczony dost¢p do zewnatrzkomorkowych zrodet
Ca®" poprzez kanaly bramkowane napicciem (z ang. Voltage-Gated Ca?* Channels, VGCC)
oraz kanaly sterowane receptorem (z ang. Receptor-Operated Ca®* Channels, ROCC).
Niemniej jednak, w kilku pracach zademonstrowano, ze SOCE moze wystgpowaé takze w
komorkach pobudliwych takich jak komoérki migsni gladkich (Albert i wsp. 2007) oraz
komorki neuronalne hipokampa (Baba i wsp. 2003, Emptage i wsp. 2001). Jednakze

molekularny mechanizm SOCE w neuronach pozostawat nieznany i nie wiadomo bylo
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réwniez nic o0 biatkach, ktore moglyby by¢ zaangazowane w ten proces w neuronach. W
zwigzku z powyzszym, celem naukowym prac przedstawionych jako osiggniecie naukowe
habilitantki byto:

- zbadanie, czy biatka STIM wystepuja w mdzgu i w neuronach

- okreslenie roli biatek STIM w neuronalnym SOCE

- znalezienie nowych biatek oddzialujacych z biatkami STIM, a tym samym poznanie

mechanizmu SOCE w homeostazie wapniowej neurondow.
Woystepowanie bialek STIM1 i STIM2 w mézgu i w neuronach

1. Klejman M.*, Gruszczynska-Biegala J.*, Skibinska-Kijek A., Wisniewska M.B.,
Misztal K., Blazejczyk M., Bojarski L., Kuznicki J. (2009) Expression of STIML1 in
brain and puncta-like colocalization of STIM1 and ORAIL upon depletion of Ca*
store in neurons. Neurochem Int.; 54:49-55, Elsevier, * pierwszy wspotautor

2. Gruszczynska-Biegala J., Pomorski P., Wisniewska M.B., Kuznicki J. (2011)
Differential Roles for STIM1 and STIM2 in Store-Operated Calcium Entry in Rat
Neurons. PLOS ONE; 6:219285, PLOS.

W momencie rozpoczgcia przeze mnie zaplanowanych badan nie byto zadnych danych
literaturowych dotyczacych wystepowania bialek STIM w neuronach. Nasze badania
rozpoczelisSmy od poszukiwania biatek STIM w réznych strukturach moézgu myszy. W
pierwszej pracy opublikowanej w 2009 roku wykrytam metoda western blot obecno$¢ biatek
STIM1 w moézdzku, we wzgoérzu, w hipokampie, w korze oraz w ciele migdatowatym.
Roéwniez przy uzyciu Real Time PCR zidentyfikowaliSmy Stiml mRNA w roéznych
strukturach moézgu. Stosujac obie metody wykazaliSmy, Zze zaréwno poziom biatka jak i
MRNA dla STIM1 byt okoto dwukrotnie wyzszy w mozdzku w poréwnaniu do poziomu
STIM1 w pozostatych strukturach, gdzie byt podobny. Immunohistochemiczna analiza
skrawkéw moézgowych myszy wykazata obecno$§¢ STIM1 gléwnie w neuronach
piramidalnych w warstwie V kory oraz w neuronach Purkinjego moézdzku (Klejman,
Gruszczynska-Biegala i wsp. 2009).

Podobne badania przeprowadzilismy in vitro w pierwotnych hodowlach szczurzych
neuronow hipokampalnych i1 korowych oraz w astrocytéw korowych moézgu. Przy
zastosowaniu metody Real Time PCR pokazalismy, ze neurony korowe i hipokampalne a
takze astrocyty korowe zawierajg znaczne iloéci Stiml i Stim2 mRNA. Podczas gdy poziom
Stiml mRNA byt we wszystkich komoérkach zblizony, to poziom Stim2 byt okoto dwukrotnie

wyzszy w neuronach hipokampalnych niz w astrocytach. Laserowa mikrodysekcja neuronow

6
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korowych i hipokampalnych potwierdzita, ze Stiml i Stim2 sg ekspresjonowane w neuronach,
przy tym wyzszy poziom mRNA zaobserwowano takze dla Stim2. Oszacowalismy, ze w 50-u
neuronach hipokampalnych znajduje si¢ okoto 65 kopii Stim1l i 307 kopii Stim2 mRNA
(Gruszczynska-Biegala i wsp. 2011). Badajgc lokalizacje biatek STIM1 w neuronach
metodg immunobarwienia zaobserwowatam jego ekspresj¢ gtdéwnie w ciele komorki, ale i w
wypustkach neuronalnych. Ponadto zaobserwowalam cze$ciowa ko-lokalizacj¢ STIM1 z
kalretikuling (markerem ER), co sugerowato obecno$¢ biatka STIM1 w ER i wskazywato na
jego role jako sensora Ca’* w neuronalnym ER (Klejman, Gruszczynska-Biegala i wsp.
2009). Stosujac analize western blot subkomorkowych frakcji izolowanych z neurondéw
korowych, wykazatam, ze endogenne biatka STIM1 i STIM2 zlokalizowane sa we frakcjach
btonowych neuronow (Gruszczynska-Biegala i wsp. 2011).

Powyzsze wyniki (wraz z wynikami naszych prac niewchodzacych w cykl prac
stanowigcych osiggnigcie naukowe; Skibinska-Kijek i wsp. 2009 oraz Steinbeck i wsp. 2011)
wykazaty, ze STIMI1 i STIM2 sg ekspresjonowane w mdzgu i W neuronach gryzoni zard6wno
na poziomie mRNA jaki i biatka. W momencie zakonczenia przez nas powyzszych prac,
zaczely pojawia¢ si¢ doniesienia potwierdzajagce wystgpowanie biatek STIM w mozgu
gryzoni: neuronach korowych (Keil i wsp. 2010, Ng i wsp. 2011), jak réwniez W neuronach
mozdzku (Hartmann i wsp. 2014) i hipokampa (Berna-Erro i wsp. 2009, Park i wsp. 2010),
neuronach zwoju rdzeniowego (Gemes i wsp. 2011) oraz w neuronach muszki owocowej
(Venkiteswaran i Hasan 2009).

Rola bialek STIM w pojemno$ciowym naplywie Ca?* (SOCE) w szczurzych neuronach

korowych

1. Klejman M.*, Gruszczynska-Biegala J.*, Skibinska-Kijek A., Wisniewska M.B.,
Misztal K., Blazejczyk M., Bojarski L., Kuznicki J. (2009) Expression of STIML1 in
brain and puncta-like colocalization of STIM1 and ORAIL upon depletion of Ca*
store in neurons. Neurochem Int.; 54:49-55, Elsevier, * pierwszy wspotautor

2. Gruszczynska-Biegala J., Pomorski P., Wisniewska M.B., Kuznicki J. (2011)
Differential Roles for STIM1 and STIM2 in Store-Operated Calcium Entry in Rat
Neurons. PLOS ONE; 6:19285, PLOS.

3. Gruszczynska-Biegala J., Kuznicki J. (2013) Native STIM2 and ORAIL proteins
form a calcium-sensitive and thapsigargin-insensitive complex in cortical neurons.
J Neurochem. 126(6):727-38, Wiley.
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Powyzej opisane wyniki sktonity mnie do zadania pytania o funkcje biatek STIM w
neuronach. W ramach tych badan postanowiliSmy sprawdzi¢, czy STIM1 i STIM2 biorg
udzial w neuronalnym SOCE. W niepobudliwych komoérkach interakcja biatek STIM z
ORAI1 jest kluczowym elementem SOCE (Liou i wsp. 2005, Mercer i wsp. 2006, Soboloff i
wsp. 2006), ale w neuronach jego mechanizm nie byt wyjasniony. Dlatego w celu realizacji
tego zadania zdecydowatam si¢ na wykonanie analizy lokalizacji bialek STIM i ORAI w
komorkach kontrolnych (Ca?* znajduje sic w ER), w komoérkach stymulowanych tapsygargina
(TG) - inhibitorem Ca’*-ATPazy w ER (aby oprozni¢ ER z Ca*") oraz w komorkach
inkubowanych 2 mM EGTA (w celu obnizenia stezenia Ca®* w przestrzeni
zewnatrzkomérkowej powodujac rowniez pasywny niewielki wyptyw Ca?* z ER do cytozolu)
oraz na zastosowaniu systemu przejsciowej nadprodukcji biatka STIM i ORAIL w neuronach.
Konstrukty kodujace prawidtlowe i zmutowane biatka STIM z metkag YFP na N-koncu (za
peptydem sygnatowym) otrzymali$my z laboratorium Tobiasa Meyera z Stanford University.
W neuronach kontrolnych z nadekspresja YFP-STIM1, YFP-STIM2 i ORAII biatka byty
robwnomiernie rozmieszczone. Natomiast pod wplywem zmiany wewnatrzkomérkowego
stezenia Ca®" pojawily si¢ miejsca ko-lokalizacji YFP-STIM1 i YFP-STIM2 z ORAIL w
btonie komoérkowej tzw. ,,punkta” na skutek translokacji biatek w komorce. Wyrzut Ca’* zER
przez TG spowodowat znaczny wzrost liczby punktow STIM1/ORAI1 w poréwnaniu do
liczby punktow utworzonych przez STIM2 i ORAIL (Klejman, Gruszczynska-Biegala i
wsp. 2009, Gruszczynska-Biegala i wsp. 2011) (Ryc. 1). W ten sposéb ujawniono ro6zng
wrazliwo$¢ w/w kompleksow na TG, co z kolei sugerowato rozne funkcje biatka STIM1 i
STIM2. Ponadto, dominujagcy pozytywnie mutant YFP-STIM1(D76A), ktory przesyta sygnat
0 braku Ca®* niezaleznie od rzeczywistego poziomu Ca’* w ER, indukowal tworzenie
punktow z ORAIl nawet przed opréznieniem Ca?* z ER. Warto zauwazy¢, ze barwienie
ORAIl bylo jednakowo rozlozone i nie zmieniato si¢ po oproéznieniu ER przez TG w
neuronach transfekowanych wytacznie ORAIL1 (Klejman, Gruszczynska-Biegala i wsp.
2009). W przypadku obnizenia zewnatrzkomérkowego stezenia Ca’* przy uzyciu 2 mM
EGTA obserwowatam wzrost liczby komplekséw YFP-STIM2/ORAI1 a obnizenie YFP-
STIM1/ORAIL (Gruszczynska-Biegala i wsp. 2011). Na podkreslenie zastuguje fakt, Zze nasz
zespoOt byt pierwszym, ktéry pokazal, iz mechanizm SOCE, oparty o biatka STIM 1 ktory
zostat odkryty w komorkach niepobudliwych, funkcjonuje réwniez w neuronach (Klejman,

Gruszczynska-Biegala i wsp. 2009).
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Ca>*(kontrola TG+EGTA

Ryc. 1. Interakcja YFP-STIM1 2z Kko-ekspresjonowanym
ORAI1 w neuronach traktowanych 2 mM Ca** lub 3 puM
tapsygarging (TG) w obecnoséci 0,5 mM EGTA wzrasta po

opréznieniu ER z Ca?*.

ORAII
Aby potwierdzi¢ opisane interakcje biatek
sztucznie ekspresjonowanych w dalszej kolejnosci
_ podjetam si¢ badania bialek  endogennych

tozenie

wykorzystujac czula metode ligacji zblizeniowej
(ang. Proximity Ligation Assay, PLA) (Soderberg i
wsp. 2006). Metoda PLA umozliwia detekcje,
wizualizacj¢ 1 ocene ilo§ciowa oddziatywan migdzy
dwoma endogennymi biatkami in situ za pomocg
mikroskopu  fluorescencyjnego  (Gruszczynska-
Biegala J., Kuznicki J. 2013), jednak aby otrzymacé
wiarygodne wyniki potrzebna jest optymalizacja i dostosowanie metody do whasnego uktadu
badawczego. Zestaw odczynnikow do PLA =zawiera drugorzgdowe przeciwciata z
dotagczonymi do nich oligonukleotydami. Sygnat od kazdej pary drugorzedowych przeciwciat
wizualizowany jest jako pojedynczy fluorescencyjny punkt tylko w przypadku zwigzania si¢
przeciwcial w bardzo niewielkiej odleglosci od siebie (<40 nm). W opisanym badaniu, te
punkty to kompleksy miedzy biatkami STIM i ORAIl. Pokazalam, ze w hodowlach
neuronow kory mozgu szczura biatkko STIM1 1 STIM2 moze wchodzi¢ w interakcje z
biatkiem ORAIIl tworzac kompleksy. Aby potwierdzi¢, ze obserwowane punkty PLA
stanowig autentyczne kompleksy STIM/ORAI1 uzytam réznych par przeciwciat anty-STIM1,
anty-STIM2 i anty-ORAIL. Liczba punktow STIM2/ORAII zwigkszyta si¢ w odpowiedzi na
obnizony poziom zewnatrzkomérkowego Ca”* (przy uzyciu 2 mM EGTA lub 5 uM BAPTA-
AM), ale juz nie w odpowiedzi na TG (Ryc. 2). Wynik ten potwierdzitam metoda ko-
immunoprecypitacji endogennych biatek STIM2 i ORAIl. Wykazatam réwniez silng
korelacj¢ pomiedzy liczba komplekséw STIM2/ORAIl a odpowiedzig wapniowa badang w
tej samej komorce neuronalnej. W przypadku STIM1, zaobserwowalam maty wzrost punktow
po potraktowaniu neuronéw EGTA. Jednak najwigksza liczba kompleksow STIM1/ORAIL
tworzyta si¢ po indukcji SOCE przy uzyciu TG, a inkubacja tych komorek z inhibitorem
SOCE - ML9 spowodowata spadek liczby punktow prawie do poziomu przed indukcja
SOCE. Wyniki te silnie wskazujg, ze endogenny STIM1 lub STIM2 i endogenny ORAI1
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oddziatuja ze sobg w neuronach tworzac heterokompleksy glownie w ciele neuronéw. Wyniki
te pokazaty, ze z pomocag PLA mozliwa jest detekcja oddziatywan endogennych bialek w
odpowiedzi na r6zne czynniki (Gruszczynska-Biegala J., Kuznicki J. 2013). Ponadto liczba

tych kompleksoéw dobrze korelowata z liczbg kompleksow egzogennych biatek w

transfekowanych neuronach (Gruszczynska-Biegala i wsp. 2011).

2 mM CaCl, 0.5mMEGTA+2 UM TG 2mM EGTA

Ryc. 2. Identyfikacja kompleksow utworzonych miedzy endogennym STIM2 i ORAIl przy uzyciu PLA. Po
oproznieniu Ca®* ze $rodowiska zewnetrznego liczba tworzonych kompleksow STIM2-ORAI1 widocznych jako

zielone punkta wzrasta (C).

By dalej potwierdzi¢ rozne funkcje biatek STIM1 i STIM2 w neuronalnym SOCE, o
czym $wiadczyt zroznicowany udzial STIM w tworzeniu komplekséw z ORAI, postanowitam
zbadaé wplyw tych biatek na wewnatrzkomorkowy poziom Ca** w neuronach. W tym celu
Zastosowatam technike przyzyciowego obrazowania wapnia i sond¢ jonow Ca’* - Fura-2AM.
Badatam zmiany homeostazy wapniowej w odpowiedzi na TG aby oprozni¢ Ca®* z ER, a
nastepnie napltyw zewnatrzkomorkowego Ca®* przez kanaly SOC po dodaniu Ca?*. Aby
sprawdzi¢ udziat biatek STIM w neuronalnym SOCE, poziom biatek STIM1, STIM2 i
ORAII byl podwyzszany przez transfekcje plazmidami kodujacymi te biatka. Pod wptywem
TG poziom SOCE byl inny w neuronach transfekowanych YFP-STIM1 i ORAIL, w
poréwnaniu z neuronami transfekowanymi YFP-STIM2 i ORAIL1 lub odpowiednimi
neuronami kontrolnymi. Wyrzut wapnia z ER przez TG spowodowal bowiem zwiekszenie
wewnatrzkomorkowego stezenia Ca®* w neuronach z nadekspresja YFP-STIM1 i ORAIL, ale
nie YFP-STIM2 i ORAI1 w poréwnaniu do poziomu Ca?* neuronéw kontrolnych. Ponadto,
inhibitory SOCE (ML9 i 2-APB) redukowaty naplyw Ca®* do neuronéw z YFP-STIML1 i
ORAI oraz neuronéw kontrolnych, ale nie wplywaty na komorki transfekowane YFP-STIM2
i ORAIL. Natomiast w neuronach transfekowanych konstruktami YFP-STIM2/ORAIL
zaobserwowalam  wigkszy poziom spoczynkowego Ca®*  oraz wiekszy  wzrost
konstytutywnego naptywu Ca®* niz dla neuronéw z nadekspresja YFP-STIM1/ORAIL
(Gruszczynska-Biegala i wsp. 2011). Wyniki te pokazujg, ze cytoplazmatyczny
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spoczynkowy poziom Ca®* oraz SOCE w neuronach mozna modulowa¢ poprzez nadekspresje
bialek STIM. Ponadto, wyniki zawarte w pracy dodaly tez istotng wiedz¢ na temat
funkcjonowania biatek STIM1 i STIM2 w neuronach oraz wykazaty, ze SOCE zalezne od
biatek STIM istnieje w szczurzych neuronach korowych (Gruszczynska-Biegala i wsp.
2011) tak jak w komorkach niepobudliwych (Soboloff i wsp. 2006, Brandman i wsp. 2007).
Praca ta jest do roku 2019 najczgéciej cytowang pracg mojego autorstwa z ponad 100
cytowaniami w bazie Google Scholar i ok. 80 cytowaniami w bazach Web of Science czy

Scopus.

Podsumowujac, w prezentowanych dotychczas badaniach wykazatam, ze oba biatka
STIM1 i STIM2 odgrywaja rolg w neuronalnej homeostazie wapniowej, ale mimo podobnej
struktury i wystepowania w ER biatka te petnig rézng funkcj¢. W szczurzych neuronach
korowych STIM1 gtéwnie tworzy kompleksy z ORAIL i aktywuje SOCE dopiero po
catkowitym oprdéznieniu Ca?* z ER, czyli odpowiedzialny jest za utrzymanie poziomu jonow
Ca’* w ER. Natomiast, STIM2 reguluje spoczynkowy poziom wewnatrzkomérkowego Ca’* i

aktywuje konstytutywny naptyw Ca?* po niewielkim oproznieniu Ca?* z ER.
Oddzialywanie bialek STIM z kanalami wapniowymi

4. Gruszczynska-Biegala J.*, Sladowska M., Kuznicki J. (2016) AMPA Receptors Are
Involved in Store-Operated Calcium Entry and Interact with STIM Proteins in Rat
Primary Cortical Neurons. Front. Cell. Neurosci. 10:251, Frontiers, * autor
korespondujacy

5. Serwach K., Gruszczynska-Biegala J.* (2019) STIM Proteins and Glutamate
Receptors in Neurons: Role in Neuronal Physiology and Neurodegenerative Diseases.
Int. J. Mol. Sci. 20, 2289, MDPI, * autor korespondujacy; artykut pogladowy napisany
na zaproszenie

Oddziatywanie biatek STIM z ORAI w btonie komodrkowej, jak wspomniatam wyzej,
jest kluczowym elementem homeostazy wapniowej w komorkach niepobudliwych (Soboloff i
wsp. 2006). W przeciwienstwie do nich, w neuronach naptyw Ca®* odbywa si¢ gltownie
poprzez dobrze zdefiniowane napigciowo-zalezne kanaty wapniowe (VGCC), jak rowniez
poprzez receptorowe kanaly jonowe sprz¢zone z neuroprzekaznikami (np. receptory
glutaminianowe takie jak receptory AMPA lub NMDA) lub wymienniki jonowe (Putney
2003).
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Z tego wzgledu, iz neurony cechujg si¢ znacznie szerszym spektrum kanalow
wapniowych niz komorki niepobudliwe, a regulacja stezenia wewnatrzkomérkowego wapnia
petni u nich szczegoblnie istotng role, zaczelam zastanawiaé si¢, czy W neuronach biatka STIM
beda aktywowac | wigzaé sie¢ z kanalami wapniowymi innymi niz kanaty ORAI. W trakcie
realizacji projektu habilitacyjnego w literaturze pojawity si¢ prace podejmujace ten temat, w
tym nasze badania (Gruszczynska-Biegala i wsp. 2016). Po objgciu przeze mnie stanowiska
adiunkta w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej i. M. Mossakowskiego PAN
skorzystatam z zaproszenia do napisania pracy pogladowej do specjalnego numeru
International Journal of Molecular Sciences. Dokonalismy w niej przegladu aktualnego stanu
wiedzy na temat zwigzku migdzy biatkami STIM a receptorami wapniowymi w neuronach
zard6wno w warunkach fizjologicznych (np. plastyczno$¢ synaptyczna, transmisja synaptyczna
i transport receptorow), jak i patologicznych (np. urazowe uszkodzenie mozgu, niedokrwienie
mozgu, choroba Alzheimera (Ryc. 3) i choroba Huntingtona) (Serwach i Gruszczynska-
Biegala 2019). W omawianej pracy, przeprowadziliSmy interpretacj¢ tych wynikow oraz
wynikow wiasnych.

Rézne doniesienia literaturowe pokazuja, ze biatka STIM1, poza ORAIL oddzialuja
réwniez z podjednostkami VGCC typu L (Ca,1.2) (Park i wsp. 2010, Harraz i Altier 2014) i
typou T (Ca,3.1) (Nguyen i wsp. 2013) hamujgc ich aktywno$¢ i prowadzac do ich
internalizacji, co zwiazne jest z catkowitg utrata funkcji przez te kanaly. Ostatnie badania
pokazuja réwniez, ze aktywacja NMDAR 1 VGCC w neuronach indukuje wyplyw Ca®* Z ER
aktywujac biatka STIM1, ktore to z kolei hamujg VGCC i zwigkszaja obj¢tos¢ ER w kolcach
dendrytycznych, powigkszajac tym samym rozmiar samych kolcéw dendrytycznych (Dittmer
i wsp. 2017). Inne badania postulujg, ze synaptopodyna reguluje sygnaty Ca®* rekrutujac
STIM1 do gestosci postsynaptycznej (PSD; Korkotian i wsp. 2014, Segal i Korkotian 2014).
Ng i wsp. wykazal, ze aktywacja receptorow mGIluR z grupy I stymuluje oligomeryzacje
STIML1 i jego transport do PM (Ng i wsp. 2011). Jest to zgodne z badaniami grupy Hartmann,
ktora odkryla, ze STIM1 jest odpowiedzialne za zalezng od mGluR1 aktywacj¢ TRPC,
transmisj¢ synaptyczng w neuronach Purkinjego moézdzku i koordynacje ruchowa (Hartmann i
wsp. 2014). STIM1 w kompleksie z TRPC1 asocjuje i hamuje VGCC typu L jak Ca,3.1, co
jest niezbgdne do ochrony neuronéw dopaminergicznych w regionie istoty czarnej (Sun i wsp.
2017).

W  przypadku STIM2 zaobserwowano obnizenie jego poziomu w stanach
patologicznych w hipokampie myszy w modelu choroby Alzheimera (AD) i korze pacjentow

z AD (Sun i wsp. 2014, Popugaeva i wsp. 2015) (Ryc. 3) oraz jego wzrost w padaczce
12
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(Steinbeck i1 wsp. 2011). Ponadto, zaburzenia szlaku sygnatlowego obejmujgcego STIM2
doprowadzity do utraty grzybkowatych kolcéw dendrytycznych (Sun i wsp. 2014, Popugaeva
I wsp. 2015, Garcia-Alvarez i wsp. 2015, Zhang i wsp. 2015), powaznych uszkodzen méozgu
(Gemes i wsp. 2011, Rao i wsp. 2015) i deficytu pamigci przestrzennej (Berna-Erro i wsp.
2009). Powszechnie uwaza si¢, ze stabilizacja grzybkowatych kolcow dendrytycznych
zapobiega utracie pami¢ci u pacjentow z AD. Nadekspresja zaréwno biatka STIMI1 jak i
STIM2 zapobiega utracie tych kolcow (Tong i wsp. 2016, Zhang i wp. 2015). Te obserwacje
wskazujg, ze biatka STIM sg waznym sktadnikiem procesOw molekularnych zwigzanych z

tworzeniem polaczen neuronalnych i uczeniem sig.

= Cal’
glutamate' Ca*
neuronal

Ap i SOC channel
Ao SOCE-§

NMDAR

N [ca [

Q-) PLCB # \- D
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1P, [calp

ER

Ryc. 3. Udziat biatek STIM, SOCE oraz receptoréw glutaminianowych w zaburzeniu regulacji stezenia Ca**
cytozolowego w chorobie Alzheimera. Zwickszenie ekspresji B-amyloidu (Ap) jak i uwalniania glutaminianu
prowadzi do nadmiernej stymulacji receptoréw glutaminianowych (np. NMDAR i mGluR5). Nadaktywacja
NMDAR powoduje nadmierny naptywu Ca?* do komoérki (czerwone strzatki skierowane w gorg). Z kolei
aktywacja mGIUR5 zwigksza stezenie Ca?* w ER. Oba szlaki przyczyniaja sie do przetadowania komoérki jonami
Ca®*. Skutkiem wzrostu Ca®* w ER jest obnizenie ekspresji biatek STIM, a w konsekwencji obnizenie SOCE
(czerwone strzatki skierowane w dot).

Nasze badania ujawnity, ze w pierwotnych neuronach korowych szczura zaréwno
STIM1 jak i STIM2 potrafig oddziatywa¢ z endogennymi podjednostkami receptora AMPA —
GIuAl i GIuA2 (Gruszczynska-Biegala i wsp. 2016) (Ryc. 4C). Ponadto, uzyskatam dane
sugerujace, ze biatka STIM moga kontrolowa¢ aktywowany przez AMPA naptyw wapnia do
neuronoéw jako czgs¢ procesu SOCE. W badaniach wykorzystalam technike przyzyciowego
pomiaru zawartoéci cytozolowego Ca®* w pojedynczych komoérkach z uzyciem indykatora
ratiometrycznego Fura-2AM. W celu zbadania zwigzku pomiedzy biatkami SOCE a
receptorami AMPA przeprowadzitam pomiary z indukcja SOCE w obecno$ci inhibitora
receptorow  AMPA (NBQX 1 CNQX). W ten sposob wykazalam hamujacy wplyw
antagonistow AMPAR na naptyw Ca®* w procesie SOCE w neuronach korowych (Ryc. 4A).
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Efektu takiego nie zaobserwowalismy w komorkach Hela, co potwierdza, iz ich wplyw na
homeostaze wapniowa w neuronach dokonuje si¢ za posrednictwem kanatéw jonotropowych.
Powyzsze wyniki sugeruja, ze AMPAR s3a zaangazowane w SOCE w neuronach korowych
szczura i moga byé¢ aktywowane po wyczerpaniu zapasow Ca®* indukowanych przez TG
(Gruszczynska-Biegala i wsp. 2016). Z drugiej strony STIM2 wydaje si¢ funkcjonowaé w
sposob niezalezny od SOCE (Garcia-Alvarez i wsp. 2015). Garcia-Alvarez i wsp. wykazali,
ze STIM2 moze oddziatywac z 1-3 podjednostka AMPAR (GIuAl) regulujac jej zalezng od
cAMP / PKA fosforylacje oraz zwigckszajac poziom GIUALl w btonie komorkowej poprzez
stymulowanie egzocytozy i hamowanie endocytozy (Garcia-Alvarez i wsp. 2015, Yap i wsp.
2017). Moje badania wykazaty rowniez, ze inhibitory SOCE (ML9 i SKF96365) zmniejszaja
naptyw Ca”" indukowany przez AMPA (Gruszczynska-Biegala i wsp. 2016). Wyniki
omawianej pracy sugeruja, ze w hodowlach neuronalnych naplyw Ca®* po stymulacji przez
AMPA zachodzi glownie przez receptory AMPA i kanaty SOC, a nie przez receptory NMDA
ani przez VGCCs (Ryc. 4B). Wskazuja one réwniez na powiazanie naptywu Ca®* podczas
SOCE z aktywacja jonotropowych receptorow AMPA.
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e TG — Control o Ca
S 1.8 ca®* — NBQX S 44 — AMPA
§ 1.6 — CNQX E — AMPA+ML9
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o °
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Ryc. 4. Zwiazek pomigedzy SOCE, biatkami STIM a receptorem AMPA. (A) SOCE jest obnizone w obecnosci
antagonistow receptordw AMPA. (B) Naplyw Ca®* indukowany przez AMPA jest obnizony w obecnosci
inhibitora SOCE. (C) Endogenne biatka STIM1 i STIM2 asocjujg z GluA2 (2 podjednostka receptora AMPA).

Wyniki opisane w tej czesci pokazuja, ze mechanizmy homeostazy wapniowej w
neuronach sg bardziej skomplikowane niz przewidywano, a miedzy receptorem AMPA lub
VGCC i SOCE zaleznym od biatek STIM istniejg dodatkowe zwiazki. Dane te sg szczegdlnie
istotne dla lepszego zrozumienie roli biatlek STIM w homeostazie wapniowej neuronow jak
réwniez dla poznania mechanizmu SOCE, ktory jest zaburzony w réznych chorobach
neurodegeneracyjnych. Warto tez podkresli¢, ze pojawiajace si¢ dowody wskazujg na role
biatek STIM i receptorow glutaminianowych w fizjologii i patologii neuronéw, czynigc je

potencjalnymi celami terapeutycznymi.
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PODSUMOWANIE

Prace badawcze przedstawione jako osiaggnigcie naukowe habilitantki zblizaja nas do
zrozumienia mechanizmoéw regulujacych pojemnosciowy naptyw Ca®* (SOCE) w neuronach,
ze szczegdlnym uwzglednieniem udzialu biatek STIM w tym procesie i w homeostazie
wapniowej neuronow oraz ich roli w funkcjonowaniu komoérek nerwowych. Powyzsze
badania wykazaty, ze biatka STIM1 i STIM2:

- s3 obecne w neuronach korowych i hipokampalnych mézgéw gryzoni (cho¢ majg rdzne
wystepowanie),

- sg zaangazowane w homeostaze wapniowa i moga funkcjonowa¢ w neuronach jak w
komorkach niepobudliwych,

- mogg aktywowac kanaty ORAII pehiac przy tym rozne role w procesie SOCE,

- moga oddzialywa¢ z AMPAR regulujac naptyw Ca®* do komorki.

Te i inne doniesienia wskazuja, ze problem biatek STIM oraz SOCE w homeostazie
wapniowej neuronéw wymaga dalszych szczegotowych badan, ktore pozwolg nam lepiej
zrozumie¢ specyfike tych procesow w neuronach. Nasze wyniki stanowig réwniez punkt
wyjscia do bardziej szczegotowych badan majacych na celu np. zidentyfikowanie kolejnych
biatek bioragcych udziat w SOCE jako efektorow tego procesu lub modulatoréw poziomu i
aktywno$ci biatek STIM, co moze dalej by¢ wykorzystane do znalezienia zwigzkow
chemicznych przeciwdziatajacych zmianom homeostazy wapniowej zwigzanym np. z AD —
choroba bedaca najbardziej popularng forma otgpienia 0osdb po 65 roku zycia. Przyktadem
moga by¢ nasze najnowsze nieopublikowane dane, ktore wskazuja, ze biatka STIM reguluja
naptyw Ca®* przez receptor NMDA tworzac z nim kompleksy, co z kolei moze by¢ istotne w
chorobach zwigzanych z ekscytotoksycznosciag 1 zwigkszeniem liczby jonow Ca**
wchodzacych do komorki  wystepujacych przy udarze mozgu Iub chorobach
neurodegeneracyjnych np. AD (Gruszczynska-Biegala i wsp., w przygotowaniu). Jest to o tyle
istotne, iz dotychczasowe badania kliniczne skierowane na biatko beta-amyloid nie przyniosty
oczekiwanych rezultatow. Stad koniecznos$¢ zidentyfikowania innych celow terapeutycznych.
Zatem, oprocz warto$ci poznawczej wyniki tego osiggnigecia moga znalez¢é w przysztosci

zastosowanie kliniczne.

15



Zatacznik 3 dr Joanna Gruszczynska-Biegata

LITERATURA

Albert A. P., Saleh S. N., Peppiatt-Wildman C. M., Large W. A. (2007) Multiple activation mechanisms of
store-operated TRPC channels in smooth muscle cells. J. Physiol. 583, 25-36.

Baba A., Yasui T., Fujisawa S., Yamada R. X., Yamada M. K., Nishiyama N., Matsuki N., Ikegaya Y. (2003)
Activity-evoked capacitative Ca2+ entry: implications in synaptic plasticity. J Neurosci 23:7737-7741.

Berna-Erro A., Braun A., Kraft R., Kleinschnitz C., Schuhmann M.K., Stegner D., Wultsch T., Eilers J., Meuth
SG., Stoll G., Nieswandt B. (2009) STIM2 regulates capacitive Ca2+ entry in neurons and plays a key
role in hypoxic neuronal cell death. Sci Signal 2, ra67.

Berridge M. J., Lipp P., Bootman M. D. (2000) The versatility and universality of calcium signalling. Nat Rev
Mol Cell Biol 1:11-21.

Blaustein M. P., Golovina V. A. (2001) Structural complexity and functional diversity of endoplasmic
reticulum Ca(2+) stores. Trends Neurosci 24:602-608.

Bojarski L., Herms J., Kuznicki J. (2008) Calcium dysregulation in Alzheimer's disease. Neurochem Int
52:621-633.

Bojarski L., Pomorski P., Szybinska A., Drab M., Skibinska-Kijek A., Gruszczynska-Biegala J.,
Kuznicki J. (2009) Presenilin-dependent expression of STIM proteins and dysregulation of
capacitative Ca2+ entry in familial Alzheimer’s disease. Biochim Biophys Acta 1793:1050-1057.

Brandman O., Liou J., Park W.S., Meyer T. (2007) STIM2 is a feedback regulator that stabilizes basal cytosolic
and endoplasmic reticulum Ca2+ levels. Cell, 131, 1327-1339.

Dittmer P. J., Wild A. R., Dell’Acqua M. L., Sather W. A. (2017) STIM1 Ca2+ Sensor Control of Ltype Ca2+-
Channel-Dependent Dendritic Spine Structural Plasticity and Nuclear Signaling. Cell Rep. 19:321-334

Emptage N. J., Reid C. A. and Fine A. (2001) Calcium stores in hippocampal synaptic boutons mediate short-
term plasticity, store-operated Ca2+ entry, and spontaneous transmitter release. Neuron 29, 197-208.

Garcia-Alvarez G., Lu B., Yap K.A, et al. (2015) STIM2 regulates PKA dependent phosphorylation and
trafficking of AMPARs. Mol Biol Cell 26, 1141-1159

Gemes G., Bangaru M.L., Wu H.E., Tang Q., Weihrauch D., Koopmeiners A.S., Cruikshank JM., Kwok WM.,
Hogan QH. (2011) Store-operated Ca2+ entry in sensory neurons: functional role and the effect of
painful nerve injury. J Neurosci 31, 3536-3549.

Harraz O. F. and Altier C. (2014) STIM1-mediated bidirectional regulation of Ca(2+) entry through voltage-
gated calcium channels (VGCC) and calcium-release activated channels (CRAC). Front Cell Neurosci.
24:8:43.

Hartmann J., Karl R.M., Alexander R.P., Adelsberger H., Brill M.S., Ruhlmann C., Ansel A., Sakimura K.,
Baba Y., Kurosaki T., Misgeld T., Konnerth A. (2014) STIM1 controls neuronal Ca2+ signaling,
mGIluR1-dependent synaptic transmission, and cerebellar motor behavior. Neuron 82, 635-644.

Liao Y., Erxleben C., Abramowitz J., Flockerzi V., Zhu M. X., Armstrong D. L., Birnbaumer L. (2008)
Functional interactions among Orail, TRPCs, and STIML1 suggest a STIM-regulated heteromeric
Orai/TRPC model for SOCE/Icrac channels. Proc Natl Acad Sci U S A 105:2895-2900.

Liou J., Kim M. L., Heo W. D., Jones J. T., Myers J. W., Ferrell J. E., Jr., Meyer T. (2005) STIM is a Ca2+
sensor essential for Ca2+-store-depletion-triggered Ca2+ influx. Curr Biol 15:1235-1241.

Keil J. M., Shen Z., Briggs S. P., Patrick G.N. (2010) Regulation of STIM1 and SOCE by the Ubiquitin-
Proteasome System (UPS). PLoS ONE, 5, e13465.

Korkotian E., Frotscher M. and Segal M. (2014) Synaptopodin regulates spine plasticity: mediation by calcium
stores. J Neurosci 34, 11641-11651.

Mercer J. C., Dehaven W. I., Smyth J. T., Wedel B., Boyles R. R., Bird G. S., Putney J. W., Jr. (2006) Large
store-operated calcium selective currents due to co-expression of Orail or Orai2 with the intracellular
calcium sensor, Stim1. J Biol Chem 281:24979-24990.

Ng A. N., Krogh M., Toresson H. (2011) Dendritic EGFP-STIM1 activation after type | metabotropic
glutamate and muscarinic acetylcholine receptor stimulation in hippocampal neuron. J Neurosci Res.
89(8):1235-44.

Nguyen N., Biet M., Simard E., Beliveau E., Francoeur N., Guillemette G., Dumaine R., Grandbois M., Boulay
G. (2013) STIML1 participates in the contractile rhythmicity of HL-1 cells by moderating T-type Ca2+
channel activity. Biochim Biophys Acta 1833, 1294-1303.

Park C. Y., Hoover P. J., Mullins F. M., Bachhawat P., Covington E. D., Raunser S., Walz T., Garcia K. C.,
Dolmetsch R. E., Lewis R. S. (2009) STIM1 clusters and activates CRAC channels via direct binding
of a cytosolic domain to Orail. Cell 136:876-890.

Park C. Y., Shcheglovitov A., Dolmetsch R. (2010) The CRAC channel activator STIM1 binds and inhibits L-
type voltage-gated calcium channels. Science 330:101-105.

16



Zatacznik 3 dr Joanna Gruszczynska-Biegata

Popugaeva E., Pchitskaya E., Speshilova A., Alexandrov S., Zhang H., Vlasova O., Bezprozvanny I. (2015)
STIM2 protects hippocampal mushroom spines from amyloid synaptotoxicity. Mol Neurodegener 10,
37.

Prakriya M., Feske S., Gwack Y., Srikanth S., Rao A., Hogan P. G. (2006) Orail is an essential pore subunit of
the CRAC channel. Nature 443:230-233.

Putney J. W., Jr. (2003) Capacitative calcium entry in the nervous system. Cell Calcium 34:339-344.

Rao W., Zhang L., Peng C., Hui H., Wang K., Su N., Wang L., Dai SH., Yang YF., Chen T., Luo P., Fei Z.
(2015) Downregulation of STIM2 improves neuronal survival after traumatic brain injury by alleviating
calcium overload and mitochondrial dysfunction. Biochim Biophys Acta 1852, 2402-2413.

Roos J., DiGregorio P. J., Yeromin A. V., Ohlsen K., Lioudyno M., Zhang S., Safrina O., Kozak J. A., Wagner
S. L., Cahalan M. D., Velicelebi G., Stauderman K. A. (2005) STIM1, an essential and conserved
component of store-operated Ca2+ channel function. J Cell Biol 169:435-445.

Sammels E., Parys J. B., Missiaen L., De Smedt H., Bultynck G. (2010) Intracellular Ca2+ storage in health
and disease: a dynamic equilibrium. Cell Calcium 47:297-314.

Segal M. and Korkotian E. (2014) Endoplasmic reticulum calcium stores in dendritic spines. Front Neuroanat
8, 64.

Skibinska-Kijek A., Wisniewska M.B., Gruszczynska-Biegala J., Methner A. and Kuznicki J. (2009)
Immunolocalization of STIM1 in the mouse brain. Acta Neurobiol Exp (Wars) 69, 413-428.

Soboloff J., Spassova M. A., Tang X. D., Hewavitharana T., Xu W., Gill D. L. (2006) Orail and STIM
reconstitute store-operated calcium channel function. J Biol Chem 281:20661-20665.

Soderberg O, Gullberg M, Jarvius M, Ridderstrale K, Leuchowius K-J et al (2006) Direct observation of
individual endogenous protein complexes in situ by proximity ligation. Nat Methods 3:995-1000.

Steinbeck J.A., Henke N., Opatz J., Gruszczynska-Biegala J., Schneider L., Theiss S., Hamacher N.,
Steinfarz B., Golz S., Briistle O., Kuznicki J., Methner A. (2011) Store-operated calcium entry
modulates neuronal network activity in a model of chronic epilepsy. Exp Neurol 232, 185-194.

Sun S., Zhang H., Liu J., Popugaeva E., Xu N., Feske S., White C., Bezprozvanny |. (2014) Reduced Synaptic
STIM2 Expression and Impaired Store-Operated Calcium Entry Cause Destabilization of Mature Spines
in Mutant Presenilin Mice. Neuron, 82, 79-93.

Sun Y., Zhang H., Selvaraj S., Sukumaran P., Lei S., Birnbaumer L., Singh B.B. (2017) Inhibition of L-Type
Ca2+ Channels by TRPC1-STIM1 Complex Is Essential for the Protection of Dopaminergic Neurons. J.
Neurosci., 37, 3364-3377.

Tong B.C., Lee C.S., Cheng W.H., Lai K.O., Foskett J.K., Cheung K.H. (2016) Familial Alzheimer’s disease-
associated presenilin 1 mutants promote-secretase cleavage of STIM1 to impair store-operated Ca2+
entry. Sci. Signal 9, ra89.

Williams R. T., Manji S. S., Parker N. J., Hancock M. S., Van Stekelenburg L., Eid J. P., Senior P. V.,
Kazenwadel J. S., Shandala T., Saint R., Smith P. J., Dziadek M. A. (2001) Identification and
characterization of the STIM (stromal interaction molecule) gene family: coding for a novel class of
transmembrane proteins. Biochem J 357:673-685.

Wojda U., Salinska E., Kuznicki J. (2008) Calcium ions in neuronal degeneration. IUBMB Life 60:575-590.

Wu M. M., Buchanan J., Luik R. M., Lewis R. S. (2006) Ca2+ store depletion causes STIM1 to accumulate in
ER regions closely associated with the plasma membrane. J Cell Biol 174:803-813.

Varnai P., Hunyady L., Balla T. (2009) STIM and Orai: the long-awaited constituents of store-operated calcium
entry. Trends Pharmacol Sci 30:118-128.

Venkiteswaran G., Hasan G. (2009) Intracellular Ca2+ signaling and store-operated Ca2+ entry are required in
Drosophila neurons for flight. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 106, 10326-10331.

Yap K. A, Shetty M. S., Garcia-Alvarez et al. (2017) STIM2 regulates AMPA receptor trafficking and plasticity
at hippocampal synapses. Neurobiol Learn Mem. 138:54-61.

Zhang H., Wu L., Pchitskaya E., Zakharova O., Saito T., Saido T., Bezprozvanny |. (2015) Neuronal Store-
Operated Calcium Entry and Mushroom Spine Loss in Amyloid Precursor Protein Knock-In Mouse
Model of Alzheimer's Disease. J Neurosci. 35(39):13275-86.

Zhang S. L., Yu Y., Roos J., Kozak J. A., Deerinck T. J., Ellisman M. H., Stauderman K. A., Cahalan M. D.
(2005) STIML1 is a Ca2+ sensor that activates CRAC channels and migrates from the Ca2+ store to the
plasma membrane. Nature 437:902-905.

4b. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Ponizej przedstawilam w skrocie moje pozostate osiggnigcia naukowo-badawcze,

zwigzane tematycznie z osiggni¢ciem naukowym bedacym podstawa ubiegania si¢ o stopien

17



Zatacznik 3 dr Joanna Gruszczynska-Biegata

doktora habilitowanego, i powstale po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, w wyniku

uczestnictwa w zakonczonych projektach.

Szczegolowa lokalizacja bialka STIM1 w mézgu

Skibinska-Kijek A., Wisniewska M.B., Gruszczynska-Biegala J., Methner A., Kuznicki J.
(2009) Immunolocalization of STIM1 in the mouse brain. Acta Neurobiologiae
Experimentalis vol. 69, 413-28

W ramach przeprowadzonych badan opisaliSmy szczegotowo lokalizacje biatka
STIM1 w skrawkach mézgu myszy, wykazujac, iz istniejg rejony mozgu, w ktoérych neurony
zawieraja albo niski, albo wysoki poziom tego biatka (Skibinska-Kijek i wsp. 2009).
Immunohistochemiczna analiza skrawkow pokazata, ze STIM1 ma szerokie wystgpowanie w
moézgu myszy C57BI6/J, jednak najwigcksza jego immunoreaktywnos$¢ obserwujemy w
neuronach Purkinjego mézdzku. Wysoki i umiarkowany poziom STIM1 zaobserwowano w
podwzgorzu, hipokampie, korze mozgowej i w korowo-przysrodkowym ciele migdatowatym.
Wzgorze 1 podstawno-boczne cialo migdatowate charakteryzowalo si¢ niskim
immunosygnatem STIM1. W celu sprawdzenia specyficzno$ci przeciwciala przeciw STIM1,
kontrolne barwienia wykonano na skrawkach z moézgéw myszy STIM1-/- (bez STIM1).
Wyniki te potwierdzilismy metoda western blot i Real Time PCR, wykazujac obecno$é¢
STIM1 1 STIM2 w ro6znych strukturach mézgu. Wysoki poziom biatka STIM w niektorych
regionach mézgu sugeruje wazng role, jaka moze petni¢c STIM1 w tych obszarach mozgu np.
w procesie SOCE (Skibinska-Kijek i wsp. 2009).

SOCE i biatka STIM w chorobach neurodegeneracyjnych

Grzeczkowicz A.*, Gruszczynska-Biegala J.*, Czeredys, M., Kwiatkowska, A., Strawski,
M. Szklarczyk, M. Kozbial, M., Kuznicki, J., Granicka L.H. (2019) Polyelectrolyte
Membrane Scaffold Sustains Growth of Neuronal Cells. Journal of Biomedical Materials
Research Part A, 107A: 839-850, * pierwszy wspoétautor

Bojarski L., Pomorski P., Szybinska A., Skibinska-Kijek A., Gruszczynska-Biegala J. and
Kuznicki J. (2009) Presenilin-dependent expression of STIM proteins and dysregulation of
capacitative Ca** entry in familial Alzheimer’s disease. Biochimica et Biophysica Acta -
Molecular Cell Research; 1793:1050-1057.

Czeredys M., Gruszczynska-Biegala J., Schacht T., Methner A. And Kuznicki J. (2013)
Expression of genes encoding the calcium signalosome in cellular and transgenic models of
Huntington’s disease. Frontiers in Molecular Neuroscience 6:42.
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Steinbeck J., Henke N., Opatz J., Gruszczynska-Biegala J., Schneider L., Theiss S.,
Hamacher N., Steinfarz B., Golz S., Briistle O., Kuznicki J., & Methner A. (2011) Store-
operated calcium entry modulates neuronal network activity in a model of chronic epilepsy.
Experimental Neurology; 232(2):185-194.

W trakcie realizacji projektow badawczych, wspotpracowalam réwniez z zespotem

badawczym kierowanym przez Prof. Ludomire Granicka z Instytutu Biocybernetyki i

Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Natecza PAN w Warszawie. W ramach tej wspotpracy

powstata publikacja, w ktdérej metoda western blot oraz immunofluorescencji wykazatam, ze
zakltadane przeze mnie pierwotne hodowle szczurzych neuronéw korowych moga wzrastaé
réwniez na podtozach z polielektrolitowymi membranami. Membrany te mogg stanowi¢ w
przysztosci dobre biokompatybilne i biodegradalne podloze dla wzrostu neuronéw np.
podczas leczenia uszkodzen mozgu (Grzeczkowicz, Gruszczynska-Biegala i wsp. 2019).

Liczba os6b dotknietych chorobami neurodegeneracyjnymi zwigksza si¢ w zwigzku ze
starzeniem si¢ populacji ludzkiej. Choroba Alzheimera (AD), podobnie jak Huntingtona
(HD), jest postgpujacym zaburzeniem neurodegeneracyjnym. HD jest dziedziczng choroba
neurodegeneracyjng wywoltywang przez nadmiernie wydtuzony poliglutaminianowy N-koniec
biatka huntingtyny (HTT). Istnieje wiele hipotez probujacych wytlumaczy¢ mechanizm
powstawania AD. Najbardziej powszechng jest hipoteza uznajaca za glowny czynnik
wywolujacy $mier¢ neuronow w chorobie AD - peptyd beta-amyloid42, powstajacy w wyniku
proteolizy APP. Jednak mimo bardzo intensywnych badan nie ma lekow na te choroby, jak
rowniez nie ma lekow opodzniajacych ich rozw¢j. Uwazamy, iz S$ciezki zwigzane z
homeostazg jonow wapnia (Ca2+) moga by¢ potencjalnym miejscem dla nowych metod
leczenia tych choréb, poniewaz jednym ze zjawisk obserwowanych na poziomie
komorkowym w tych chorobach sg zaburzenia homeostazy i sygnalizacji wapniowej. Celem
naszych badan byto dazenie do wyjasnienia molekularnych mechanizmow tych zjawisk oraz
identyfikacja genéw 1 biatek bioragcych udziat w tych procesach. W szczegolnosci
identyfikujemy te geny 1 bialka, ktore biorg udzial w procesie SOCE, i sprawdzamy, ktore z
nich moga sta¢ si¢ miejscem uchwytu dla nowych lekow.

Wigkszo$¢ pacjentdéw z otgpieniem to osoby z AD, ktorej gldownym czynnikiem
ryzyka jest wiek. Presenilina jest gtéwnym skladnikiem y-sekretazy, ktorej zmieniona w
wyniku mutacji aktywno$¢ uznawana jest za kluczowg w rozwoju rodzinnej (genetycznie
uwarunkowanej) AD. Nasze badania nad wplywem preseniliny 1 (PS1) i preseniliny 2 (PS2)
na procesy komorkowej homeostazy wapniowej potwierdzity, iz w przypadku wszystkich

analizowanych mutacji w PS1 ludzkich limfocytéw B pochodzacych od pacjentow z rodzinng
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postacig choroby Alzheimera (FAD) ma miejsce statystycznie istotne obnizenie SOCE oraz
ekspresji biatka STIM2 (Bojarski i wsp. 2009). W wyniku kolejnych badan Stwierdzilismy,
iz mutacje w PS1 w transfekowanych ludzkich embrionalnych komorkach nerkowych
HEK293 prowadza do obnizenia SOCE w tych komorkach podobnie jak czynig to mutacje w
endogennej PS1 w limfocytach B. Wykazano, ze poziom biatka STIM2 jest rowniez obnizony
w komorkach z mutacja w presenilinie 1. Z kolei, w liniach mysich embrionalnych
fibroblastow (MEF), pozbawionych przynajmniej jednej z presenilin lub obydwu, mialo
miejsce zwickszenie naplywu wapnia do cytoplazmy, w poréwnaniu z linig kontrolna.
Potwierdzito to udziat presenilin w utrzymaniu prawidtowej homeostazy wapniowej komorki.
W komorkach MEF pozbawionych obydwu presenilin poziom ekspresji biatka STIM2 byt
obnizony, za§ STIMI1 - podwyzszony. Powyzsze wyniki wskazuja na rol¢ biatlek STIM w
zaleznych od preseniliny zmianach SOCE w AD (Bojarski i wsp. 2009).

Badania, w ktorych miatam mozliwos$¢ uczestniczy¢ podczas dwumiesigcznego stazu

w laboratorium profesora Axela Methner’a na Uniwersytecie Heinrich Heine w Dusseldorfie

w_Niemczech wykazaty, ze w komorkach PC12 potraktowanych Ponasteronem A w celu
indukowania ekspresji zmutowanej formy ludzkiej huntingtyny (HTT) naptyw Ca?* z
przestrzeni zewnatrzkomorkowej po oproznieniu przez tapsigarging wewnatrzkomorkowych
zapaséw Ca”* byl znacznie zmniejszony wzgledem komorek nieindukowanych. Wyniki te
$wiadcza o obnizeniu SOCE na skutek zwigkszonej ekspresji zmutowanej huntingtyny. Wart
podkreslenia jest fakt, ze te badania staly sie podstawg do poprowadzenia w naszym
laboratorium dalszych badan na réznych modelach HD i opublikowaniem pracy
eksperymentalnej (Czeredys i wsp. 2013). Nastepnie staraliSmy si¢ znalez¢ przyczyne tych
roznic. Stosujac iloSciowa analize PCR w czasie rzeczywistym, zbadano ekspresj¢ mRNA
gendéw zwigzanych z SOCE w komorkach indukowanych i nieindukowanych. Dane z PCR
nastepnie potwierdzono metoda ilosciowej analizy western blot. Zatem zmniejszong
aktywno$¢ SOCE, ktorg wykazatam w indukowanych komorkach PC12, mozna wytlumaczy¢
obnizong w nich ekspresjg Orai2, Septyny 4 i Kalmoduliny 3. Ponadto, uzylismy specjalnie
zaprojektowane mikromacierze TagMan o niskiej gestosci zawierajace sondy dla 96 genow
do badania tych genow w prazkowiu modelu myszy HD YAC128 (z nadekspresja
zmutowanej huntingtyny). W ten sposob wykazalismy tam zwigkszong ekspresje biatka
CacyBP/SIP oraz biatka zwigzanego z huntingtyna 1 (HAP1) na poziomie mRNA i na
poziomie biatka, ktore mozna uznac¢ za potencjalny cel terapeutyczny w HD. Powyzsze dane
wskazuja, ze rozregulowanie homeostazy Ca’* w HD Kkoreluje ze zmianami w ekspresji

genow sygnalizacji wapniowej (Czeredys i wsp. 2013).
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Zaburzenia homeostazy wapniowej obserwuje si¢ w przebiegu wielu chordb
osrodkowego uktadu nerwowego, nie tylko w AD czy HD ale rowniez w przebiegu
niedokrwienia, urazowego uszkodzenia mozgu (TBI) oraz napadéw padaczkowych. Nasze

badania nad mechanizmem SOCE 1 bialkami STIM prowadziliSmy réwnolegle we

wspolpracy z grupa Axela Methner’a z Uniwersytetu Heinrich Heine w Dusseldorfie. Wyniki
zostaty opisane w pracy Steinbeck i wsp. 2011 i dotyczyly zwigzku SOCE z epilepsja. Nasze
wyniki potwierdzity obecno$¢ SOCE i ekspresj¢ czujnikow wapnia STIM1 1 STIM2 w
neuronach i astrocytach. Badajac ekspresje STIM1 i STIM2 w ludzkich tkankach, po raz
pierwszy wykazaliSmy bardzo wyrazng ekspresj¢ STIM1 mRNA w ludzkim moézgu.
Wykazatam takze, iz neurony i astrocyty roznig si¢ drastycznie pod wzglgdem regulacji
wewnatrzkomorkowej homeostazy Ca?*, a szczegdlnie SOCE. W neuronach bowiem, ale nie
w astrocytach, SOCE wydaje si¢ by¢ zaangazowany w utrzymanie Ca®" w stanie
stacjonarnym. Wyniki kolejnych doswiadczen z wykorzystaniem ptytki pokrytej elektrodami
MEA (multi-electrode arrays) sugerowaly udziat SOCE w aktywnoS$ci sieci neuronowej
bedacej waznym wyznacznikiem epilepsji. To sklonito nas do zbadania poziomu ekspresji
biatek STIM1 i STIM2 w warunkach patologicznej nadpobudliwosci, ktora okazata si¢ by¢
podwyzszona w Szczurzych modelach padaczki i probkach mozgu uzyskanych od pacjentow z
padaczka. Nasze wyniki wskazujg na SOCE, ktory moduluje aktywnos$¢ sieci neuronowych in
vitro i in vivo, jako potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu przewleklej padaczki (Steinbeck
i wsp. 2011). Z przedstawionych danych mozemy wywnioskowac, ze biatka STIM oraz
SOCE w znaczacy sposéb przyczyniaja si¢ do homeostazy jonéw Ca® i aktywnosci sieci

neuronowej w warunkach fizjologicznych i patologicznych.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji tych badan wyja$niaja molekularne podstawy
procesu SOCE oraz pozwalaja lepiej zrozumie¢ role biatek STIM1 i STIM2 w homeostazie
wapniowej komorek. Ponadto, dane przedstawione w moim autoreferacie sugeruja, ze zmiany
w homeostazie wapniowej, w tym i w SOCE zaleznym od bialek STIM, moga by¢ przyczyna
niektorych zmian patologicznych obserwowanych w niektorych chorobach. Jak wspomniatam
wczesniej, do tej pory nie wynaleziono skutecznego sposobu leczenia chordb
neurodegeneracyjnych, dlatego istnieje zapotrzebowanie na nowe skuteczne terapie. W
zwigzku z powyzszym, badajac SOCE i biatka STIM mozna bedzie by¢ moze wyjasnié

mechanizmy patogenezy uczestniczace W rozwoju tych chordb.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$ciag naukowsa realizowang w wiecej niz
jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlno$ci zagranicznej.
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a) Aktywny udziat w migdzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Ponizej umieszczono jedynie konferencje, na ktorych habilitantka przedstawita prezentacje

plakatowe osobiscie:

1.

10.

11.

12.

Gruszczynska-Biegala J., Strucinska K., Majewski L., Maciag F., Kuznicki J. (2018)
NMDA receptors — the new partners of STIM proteins in rat primary cortical neurons.
XIV International Symposium on Molecular basis of pathology and therapy in
neurological disorders, Warszawa, Polska, Folia Neuropathologica. Vol. 56(3), 237
Gruszczynska-Biegala J., Sladowska M., Kuznicki J. (2017) Store-Operated Calcium
Entry is modified by ionotropic receptors in rat primary cortical neurons. 2" Nencki
Symposium on: Neurons in action, Warszawa, Polska

Gruszczynska-Biegala J., Sladowska M., Maciag F., Kuznicki J. (2017) Cross-talk
between STIM proteins and ionotropic receptors in neurons. Xl Migedzynarodowy
Kongres Polskiego Towarzystwa Badan Uktadu Nerwowego (PTBUN), Warszawa,
Polska; Acta Neurobiologiae Experimentalis, Suppl.1, Vol. 77, p. CXIlII
Gruszczynska-Biegala J., Sladowska M., Kuznicki J. (2016) AMPA receptors are
involved in STIM-dependent Store-Operated Calcium Entry in rat primary cortical
neurons. XIII International Symposium on Molecular basis of pathology and therapy
in neurological disorders, Warszawa, Polska, Folia Neuropathologica. Vol. 54(3), 314
Gruszczynska-Biegala J., Sladowska M., Kuznicki J. (2016) AMPA receptors
modulate Store-Operated Calcium Entry and interact with STIMs in rat cortical
neurons. Polish-French  scientific  Conference “Alzheimer’s disease and
neurodegenerative disorders: what challenges for tomorrow?”, Warszawa, Polska,
Folia Neuropathologica. VVol. 54(4), 435

Gruszczynska-Biegala J., Sladowska M., Kuznicki J. (2016) Relationship between
AMPA receptors and STIM-dependent Store-Operated Calcium Entry in neurons. 14"
International Meeting of the European Calcium Society “Calcium Signaling in
Renaissance”, Valladolid, Hiszpania

Gruszczynska-Biegala J., Sladowska M., Kuznicki J. (2016) Involvement of AMPA
receptors in STIM-dependent Store-Operated Calcium Entry in Neurons. FASEB
Science Research Conference “Calcium and Cell Function”, Lizbona, Portugalia
Gruszczynska-Biegala J., Sladowska M., Kuznicki J. (2015) Sensitivity of Store-
Operated Calcium Entry to antagonists of ionotropic receptors. XIl Migdzynarodowy
Kongres Polskiego Towarzystwa Badan Ukladu Nerwowego (PTBUN), Gdansk,
Polska, Acta Neurobiologiae Experimentalis. VVol. 75(S), 40

Gruszczynska-Biegala J., Sladowska M., Kuznicki J. (2015) Effect of ionotropic
receptors on neuronal SOCE. EMBO Young Scientists Forum, Warszawa, Polska
Gruszczynska-Biegala J., Sladowska M., Kuznicki J. (2014) Involvement of calcium
channels and receptors in neuronal SOCE. XII International Symposium on Molecular
basis of pathology and therapy in neurological disorders. Warszawa, Polska, Folia
Neuropathologica. Vol. 52(3), 330-331

Gruszczynska-Biegala J., Kuznicki J. (2012) Endogenous STIM2 and endogenous
ORAIL1 form a calcium-sensitive and thapsigargin-insensitive complex in cortical
neurons. XI International Symposium on Molecular basis of pathology and therapy in
neurological disorders. Warszawa, Polska, Acta Neurobiologiae Experimentalis. Vol.
73(1), 49

Gruszczynska-Biegala J., Kuznicki J. (2012) In neurons endogenous STIM2 interacts
with endogenous ORAI1 independently of Ca?* store depletion. 12" Symposium of
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19.

20.

21.

22.

23.

24,

the European Ca’* Society on Calcium-Binding Proteins in Normal and Transformed
Cells. Toulouse, Francja

Gruszczynska-Biegala J., Kuznicki J. (2012) Interaction between endogenous STIM2
and ORAIL proteins in primary cortical neurons. 4™ International Congress on Cell
Membranes and Oxidative Stress: Focus on Calcium Signaling and TRP Channels,
Isparta, Turcja, Cell Membranes and Free Radical Research Vol. 4(1), 37
Gruszczynska-Biegala J., Pomorski P., Kuznicki J. (2012) Stim1 and Stim2 behave
differently in neurons during store-operated calcium channel. HEALTH-PROT/SMM
Workshop: “From gene to phenotype - interdisciplinary research in molecular biology
and biomedicine”, Warszawa, Polska

Gruszczynska-Biegala J., Kuznicki J. (2011) Proximity Ligation Assay visualizes in
cultured neurons the interaction between endogenous ORAIL and STIM proteins. X
Migdzynarodowy Kongres Polskiego Towarzystwa Badan Uktadu Nerwowego
(PTBUN), L6dz, Polska, Acta Neurobiologiae Experimentalis. Vol. 71(S), 45
Gruszczynska-Biegala J., Jaworska A., Szybinska A., Honarnejad K., Herms J.,
Kuznicki J. (2011) Ca?" release from ER stores in Alzheimer's disease models. 8™
IBRO, Florencja, Wiochy

Gruszczynska-Biegala J., Pomorski P., Kuznicki J. (2011) STIM1 and STIM2
behave differently in neurons during store operated calcium entry. EMBO Young
Scientists Forum, Warszawa, Polska

Gruszczynska-Biegala J., Pomorski P., Kuznicki J. (2010) STIM1 and STIM2
behave differently in neurons during store operated calcium entry. X International
Symposium on Molecular Basis of Pathology and Therapy in Neurological Disorders,
Warszawa, Polska, Acta Neurobiologiae Experimentalis. Vol. 71(1), 160
Gruszczynska-Biegala J., Pomorski P., Kuznicki J. (2010) Function if STIM2 in
neurons. 11™ Symposium of the European Ca®* Society on Calcium-Binding Proteins
in Normal and Transformed Cells, Warszawa, Polska, Acta Biochimica Polonica. Vol.
57,6

Gruszczynska-Biegala J., Klejman M., Skibinska-Kijek A., Pomorski P.,
Wisniewska M., Misztal K., Blazejczyk M., Bojarski L. & Kuznicki J. (2009) STIM1
exhibits different neuronal expression than STIM2 and shows puncta-like
colocalization with ORAIL upon depletion of ER calcium store. Gordon Research
Conference on Ca** Signaling, Lucca, Wiochy

Gruszczynska-Biegala J., Klejman M., Skibinska-Kijek A., Pomorski P.,
Wisniewska M., Misztal K., Blazejczyk M., Bojarski L. & Kuznicki J. (2009) STIM1
exhibits different neuronal expression than STIM2 and shows puncta-like
colocalization with ORAI1 upon depletion of ER calcium store. 8th Gottingen
Meeting of the German Neuroscience Society, Getynga, Niemcy
Gruszczynska-Biegala J., Klejman M., Skibinska-Kijek A., Pomorski P.,
Wisniewska M., Kuznicki J. (2009) STIM1 and STIMZ2 in mouse brain. Polish-
Ukrainian research collaboration meeting, Warszawa, Polska

Gruszczynska-Biegala J., Klejman M., Skibinska-Kijek A., Wisniewska M.B.,
Misztal K., Blazejczyk M., Bojarski L., Kuznicki J. (2008) STIM1 and STIM2 are
present in mouse brain neurons and show puncta-like colocalization with ORAIL upon
calcium depletion of ER. 10™ Symposium of the European Ca®* Society on Calcium-
Binding Proteins in Normal and Transformed Cells, Leuven, Belgia

Klejman M., Skibinska-Kijek A., Gruszczynska-Biegala J., Wisniewska M., Bojarski
L., Kuznicki J. (2008) ER calcium sensor STIM2, but not STIM1 is preferentially
expressed in hippocampus of mouse brain. PROMEMORIA — General Assembly,
Milton Keynes, Anglia
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25.

26.

Gruszczynska-Biegala J., Burgess S.A., Strzelecka-Golaszewska H. and Trinick J.
(2005) Structure of modified actin filaments studied by electron microscopy and single

particle image processing. XXXIV European Muscle Conference, Debrecen, Wegry

Gruszczynska-Biegala J., Burgess S.A., Knight P.J., Strzelecka-Golaszewska H. and

Trinick J. (2004) Single paticle image processing of muscle thin filaments. XXXIII
European Muscle Conference, Elba, Wiochy

b) Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dziatalno$¢ naukowsg

1.

2.
3.

o

Nagroda naukowa za publikacje o wysokim IF wykazane w sprawozdaniu
potrocznym za 2019 r. w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej

Grant SONATA BIS 7, Narodowe Centrum Nauki, 2018-2023

Nagroda za wybitne wystgpienie ustne wygloszone podczas konferencji (the 14"
International Symposium on Molecular basis of pathology and therapy in
neurological disorders), Warsaw, Poland, 10.2018

Stypendium Federacji Amerykanskich Towarzystw Biologii Eksperymentalne;j
(FASEB) na udziat w konferencji (FASEB Science Research Conference on
Calcium and Cell Function), Lizbona, Portugalia, 06.2016

Nagroda za 3-ie miejsce w Kkategorii najlepszy poster na konferencji (4th
International Congress on Cell Membranes and Oxidative Stress: Focus on Calcium
Signaling and TRP Channels), Isparta, Turcja, 06.2012

Grant SONATA 1, Narodowe Centrum Nauki, 2011-2018

Stypendium Przewodniczacego Gordonowskiej Konferencji Naukowej (GRC) na
udziat w konferencji (Gordon Research Conference on Calcium Signalling), Lucca,
Wrtochy, 06.2009

Stypendium Niemieckiego Towarzystwa Badan Uktadu Nerwowego dla mtodych
badaczy na udziat w konferencji (8" Géttingen Meeting of the German
Neuroscience Society oraz 32" Gottingen Neurobiology Conference) Getynga,
Niemcy, 03.2009

Stypendium Europejskiego Towarzystwa Wapniowego (ECS) dla mtodych
naukowcow za ich zaangazowanie w nauce i na udzial w konferencji (10th
Symposium of the European Calcium Society on Calcium-Binding Proteins in
Normal and Transformed Cells), Leuven, Belgia, 09.2008

10. Nagroda zespotowa Dyrektora Wydzialu Nauk Biologicznych Polskiej Akademii

Nauk za cykl badan ,Strukturalne podstawy generacji ruchu przez Dbiatka
motoryczne miozyn¢ i aktyne”. Warszawa, Polska, 10.2005

11. Stypendium Uni Europejskiej z programu Marie Skfodowska-Curie Actions (6-y

Program ramowy) na odbycie stazu badawczego na Uniwersytecie w Leeds, Anglia,
02.2005 - 05.2005

12. Nagroda Dyrektora Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN za

wybitne dokonania naukowe oraz za szczegdlnie wydajng prace na rzecz Instytutu w
roku 2004, Warszawa, Polska, 02.2005

13. Stypendium Uni Europejskiej z programu Marie Sktodowska-Curie Actions (6-ty

Program ramowy) na odbycie stazu badawczego na Uniwersytecie w Leeds, Anglia,
10.2003 - 05.2004

14. Stypendium naukowe, Politechnika Wroctawska, Polska, 1994 — 1999 (w trakcie

studiow magisterskich)

15. Dyplom Akademickiego Stowarzyszenia Studentéw Chemii, Politechnika

Wroclawska, Polska 1995
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Pozostate informacje 0 aktywnos$ci naukowe;j habilitantki znajdujg si¢ w zatgczniku 4 (Wykaz
osiaggni¢¢ naukowych).

6. Informacja o osiagnig¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke.

Moja praca dydaktyczna jest ograniczona w zwigzku z pracg w instytutach o charakterze
stricte badawczym bez obowigzku dydaktycznego. Jednak staram si¢ przekazywaé swojg
wiedze studentom, dla ktérych bylam/jestem opiekunem naukowym i/lub promotorem prac
magisterskich i doktorskiej.

a) Opieka naukowa nad studentami w toku specjalizacji
1. Opiekun naukowy (05.2014-08.2015) i promotor pracy magisterskiej pani Marii

Sladowskiej pt. ,,Pojemnosciowy naptyw Ca®" i receptory AMPA w szczurzych
neuronach korowych”, praca obroniona z wynikiem bardzo dobrym we wrzes$niu 2015
roku w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat
Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu

2. Opiekun naukowy (06.2017-06.2018) i promotor pracy magisterskiej pani Klaudii
Strucinskiej pt. ,.Badanie oddzialywan bialek STIM z receptorem NMDA w
szczurzych neuronach korowych”, z uwagi na wyjazd studentki do USA na roczny
staz w ramach programu BioLAB Fullbright (do otrzymania tego wyrdznienia w duzej
mierze przyczynilo si¢ doswiadczenie naukowe laureatki zdobyte podczas
wykonywania badan pod moim kierunkiem) praca obroniona z wynikiem bardzo
dobrym w terminie p6zniejszym (po powrocie magistrantki ze stazu) we wrze$niu
2019 roku w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydzial Nauk
o Zwierzetach

3. Opiekun naukowy praktykantdéw: Anna Szydtowska (07.2011), Paulina Rowicka
(09.2012), Dagmara Kaczynska (08.2014), Matgorzata Lubas (07-08.2017), Julia
Dziubek (07.2018), Izabela Kulig (06-07.2019)

4. Opicekun naukowy laureatow programu ,,Grasz o staz”: Lukasz Bijoch (11-12.2015),
Agata Szlaga (08.2016), Katarzyna Kita (09.2016)

b) Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego lub promotora

pomocniczego

mgr. Karolina Serwach — doktorantka II roku studiow szkoty doktorskiej Instytutu Medycyny
Doswiadczalne; 1 Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w
Warszawie; od 10.2018; tytut rozprawy doktorskiej pt. ,,Rola biatek
STIM w transporcie receptorow NMDA w kolcach dendrytycznych
szczurzych neuronéw korowych”, rola habilitantki: aktualnie opiekun
naukowy i promotor pomocniczy
— doktorantka II roku studiow Interdyscyplinarnych Studiow
Doktoranckich POWER Och!DOK w Warszawie; od 10.2018; rola
habilitantki: opiekun naukowy

c) Pozostate osiggnigcia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki
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. Zaplanowanie i prowadzenie pokazowych doswiadczen z wykorzystaniem techniki

western blot dla doktorantéw Interdyscyplinarnych Studiéw Doktoranckich POWER
Och!DOK, IMDIK (10.2019, 11.2019)

Przygotowanie i prowadzenie zaje¢ dla uczniow szkét podstawowych podezas XXIII
Festiwalu Nauki, IMDIK (2019)

Joanna Gruszczynska-Biegata (2018) — biogram wydany w Zlotej Ksiedze 100
rocznicy powstania Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego;
Wydawnictwo Helion S.A.

Joanna Gruszczynska-Biegata (2011) ,Badania nad wapniem przyblizaja do
wyjasnienia choroby Alzheimera” — artykul popularnonaukowy, ktéry ukazal sie¢ na
stronie PAP Nauka w Polsce
(http://naukawpolsce.pap.pl/aktualnosci/news.383254.badania-nad-wapniem-
przyblizaja-do-wyjasnienia-choroby-alzheimera.html)

Joanna Gruszczynska-Biegata, Jacek Kuznicki (2011) ,,Odkrycie polskiego zespotu
pomoze w diagnostyce choroby Alzheimera™ - artykul popularnonaukowy, ktéry
ukazal si¢ na stronie Fundacji na rzecz Nauki Polskiej

Zaplanowanie i prowadzenie zaj¢¢ laboratoryjnych dla stypendystéw Krajowej
Fundacji na Rzecz Dzieci w MIBMiK, Warszawa (2008)

7. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

L

Przygotowanie wniosku o uzyskanie zgody Ministra Srodowiska na zamkniete uzycie
mikroorganizmoéw genetycznie zmodyfikowanych zaliczonych do 11 kategorii
zagrozenia w Pracowni Biologii Molekularnej IMDiK (decyzja nr 141/2018)
Dziatalno$¢ organizacyjna: we wrzesniu 2018 r. po uzyskaniu stanowiska adiunkta w
Pracowni Biologii Molekularnej IMDIK zorganizowatam samodzielnie funkcjonujace
miejsce pracy: zakup wyposazenia (umeblowania, plastikow, oddczynnikéw,
drobnego sprzgtu), rekrutacja doktoranta, wdrazanie nowych procedur, kierowanie
grantem NCN

Przygotowanie zgloszenia udziatu jako pracodawca w ogdlnopolskim programie
»Grasz o staz”, czego wynikiem bylo przyjecie dwoch stypendystow na platne
praktyki (2016)

Uzyskanie w roku 2015 od Polskiego Towarzystwa Nauk o Zwierzetach
Laboratoryjnych wyznaczen dla osoby planujacej procedury i do$wiadczenia oraz
wykonujgcej procedury na zwierzgtach wg. wymagan ujetych Ustawg z dnia 15
stycznia 2015 r.

Przygotowanie wnioskéw o uzyskanie zgody I Warszawskiej Komisji Etycznej do
spraw doswiadczen na zwierzgtach na przeprowadzanie doswiadczen na zwierzgtach
w Laboratorium Neurodegeneracji MIBMiK (uchwata nr 900/2008, nr 10/2010, nr
206/2011, nr 656/2015).

Jx(muu/'%x@ .........

! (podpis wnibskodawcy)
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