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Biatka STIM (STIM1 i STIM2) sa sensorami stezenia jondéw wapnia (Ca®*) w siateczce
srodplazmatycznej, ktore uczestniczg w pojemnosciowym naptywie jonéw wapnia (SOCE).
Chociaz gtdéwnymi partnerami biatek STIM sg kanaty Orai, wyniki naszych wcze$niejszych
badan pokazaty, ze biatka te moga oddziatywa¢ rowniez z receptorami NMDA (NMDAR).
Funkcjonalne NMDAR to tetrametry zbudowane z dwoch obligatoryjnych podjednostek GluN1
oraz dwoéch podjednostek GIuN2 lub GluN3. W warunkach fizjologicznych odgrywaja one
kluczowa role w procesach uczenia si¢ i pamie¢ci. Jednak nadmierna aktywacja NMDAR oraz
nastepujaca po niej endocytoza receptora przyczyniaja si¢ do uszkodzenia neuronéw w 0strych
neuropatologiach (niedokrwienie moézgu, urazowe uszkodzenie méozgu) oraz przewlektych
chorobach neurodegeneracyjnych (choroba Alzheimera, Parkinsona).

Celem moich dotychczasowych do$wiadczen bylo zbadanie oddzialywan pomiedzy
biatkami STIM a NMDAR w warunkach endocytozy NMDAR oraz sprawdzenie czy i w jaki
sposob biatka STIM wptywaja na ten proces.

Badania prowadzone sg na pierwotnych neuronach korowych izolowanych z
embrionoéw szczurzych z 19-ego dnia zycia ptodowego. Eksperymenty przeprowadzono 10 dnia
hodowli na neuronach kontrolnych oraz neuronach, w ktérych aktywowano endocytoze
NMDAR przy pomocy 50uM NMDA i 100uM glicyny, przez 15 minut. W badaniach
wykorzystano metody barwienia immunofluorescencyjnego GIuN1 z markerem wczesnych
endosomow (EEA1), frakcjonowanie subkomorkowe (na frakcje cytoplazmatyczng, frakcje
wszystkich bton komoérkowych oraz frakcje zewnetrznej btony komorkowej), biotynylacje
biatek powierzchniowych komorki, ko-immunoprecypitacje (z przeciwciatami przeciw STIMI,
STIM2, GIuN1, GIuN2B). W celu zbadanie wptywu biatek STIM na proces endocytozy
NMDAR wyciszano rowniez ekspresje STIM1/STIM2 przy pomocy shRNA i lentiwirusow.

Na podstawie wynikéw barwienia immunofluorescencyjnego zaobserwowano wzrost
kolokalizacji EEA-1 z GIuN1 po stymulacji neuronéw 50uM NMDA oraz 100uM glicyng, co
moze wskazywa¢ na wystepowanie endocytozy NMDAR. Nastepnie, przy pomocy
frakcjonowania subkomoérkowego oraz biotynylacji pokazano, ze w tych warunkach zmniejsza
si¢ iImmunoreaktywnos¢ GIuN1 oraz GIuN2B w blonie komoérkowej, co potwierdza
wystgpienie  endocytozy. Zastosowane warunki  skutkujg takze zmniejszeniem
immunoreaktywnos$ci biatlek STIM w btonie komoérkowej. Badania ko-immunoprecypitacji
potwierdzity wystepowanie oddziatywan pomiedzy STIM1 i STIM2 a GluN2B, ktore ulegaty
wzmocnieniu po endocytozie NMDAR. Chociaz w pierwszych doswiadczeniach
sprawdzajacych efekt wyciszenia ekspresji STIM1/STIM2 immunoreaktywno$¢ GluN1 oraz
GIuN2B w ekstraktach komorkowych nie byla zmieniona, zaobserwowano obnizenie
immunoreaktywnosci pCaMKII oraz PSD95, co moze wskazywa¢ na redukcje zageszczen
postsynaptycznych w tym uktadzie do§wiadczalnym.

Wyniki moich dotychczasowych badan potwierdzily wystepowanie oddziatywan
pomiedzy biatkami STIM a GIuN2B oraz pokazaty, ze interakcje te zachodza we frakcjach bton
wewnatrzkomoérkowych 1 zwigkszaja si¢ po wywotaniu endocytozy receptora. Wskazuja one
réwniez na udziat biatek STIM w tworzeniu/reorganizacji zageszczen postsynaptycznych.



