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Abstrakt

Jony wapnia (Ca?*) odgrywaja istotna role w sygnalizacji kazdej komorki eukariotyczne;.
Naplyw Ca?* do cytoplazmy pochodzi albo z retikulum endoplazmatycznego (ER), gtéwnego
magazynu tych jonéw, albo ze srodowiska zewnetrznego. Ponowne napetnianie tych magazynow
jest mozliwe dzieki naptywowi wapnia w procesie (SOCE, ang. Store operated calcium entry,
dawniej zwanym CCE, pojemnos$ciowym naplywem wapnia; ang. Capacitative calcium entry);
(Putney 1986). SOCE polega na wykrywaniu obnizonego poziomu Ca?* w ER przez biatka
sensoryczne STIM i aktywacji przez nie kanaléw Orai/TRP zlokalizowanych w blonie
komorkowej (Hartmann i wsp. 2014, Shin i wsp. 2016), przez co te jony dostaja si¢ do cytoplazmy,
anastepnie sg przenoszone do ER przez pompe¢ wapniowg zalezng od ATP (SERCA). Biatka STIM
zostaty zidentyfikowane w naszym laboratorium w hodowlach pierwotnych komorek nerwowych
ssakow i pokazaliémy ich udziat w sygnalizacji Ca?* (przeglad w (Majewski i wsp. 2015,
Wegierski i wsp. 2018)). Ze wzglgdu na wezesng $miertelno$¢ nokautu Stim2 u myszy (Berna-
Erro i wsp. 2009, Garcia-Alvarez i wsp. 2015) obserwacje potwierdzajace udziat SOCE w
homeostazie neuronalnego Ca?* i jego wptyw na behawior nie mogty by¢ potwierdzone in vivo

(Berna-Erro i wsp. 2009, Garcia-Alvarez i wsp. 2015).

Danio prggowany posiada dwie izoformy STIM2 — Stim2a i Stim2b kodowane przez
stim2a i stim2b. Stosujac technike CRISPR/Cas9, stworzono zmutowang lini¢ danio pr¢ggowanego
stim2a, ktéra byta zywotna. W niniejszym badaniu wykazano, ze delecja stim2a powodowata
wyrazne zmiany behawioralne u larw stim2a’ danio pregowanego, np. zaobserwowano
nadpobudliwos¢, wzrost tigmotaksji (tj. preferencje do pozostawania blisko krawedzi naczynia) w
poréwnaniu z WT. Ponadto, w larwach stim2a’ stwierdzono zmniejszenie fototaksji w
poréwnaniu z WT. Jednoczesnie, larwy stim2a” danio pregowanego reagowaty na zmiany $wiatta
1 wykazywaly wyzszg aktywno$¢ w fazie niskiej aktywno$ci w tescie odpowiedzi wzrokowo-
ruchowej (VMR). Aby ustali¢ zwigzek miedzy zachowaniem a zmianami w komaorce mierzono in

vivo poziom fluorescencji sondy wapniowej - GCaMP5G. Zaobserwowano wzrost czestotliwosci



oscylacji Ca?* w neuronach w ostonie wzrokowej larw danio pregowanego stim2a” w poréwnaniu
z WT. Po potraktowaniu larw glutaminianem aktywno$é Ca?* w neuronach mierzona in vivo
wykazywata wzrost czestotliwosci oscylacji Ca?*. Przeprowadzono sekwencjonowanie RNA
nowej generacji i analiz¢ roéznicowej ekspresji gendw. Znaleziono lacznie 392 geny, ktore
wykazywaly > 2-krotng zmiang w stim2a” danio pregowanego. Sposrod tych 392 genow 86%
genow byto regulowanych w gore, a 14% w dot. Wsrdd gendw o zrdéznicowanej ekspresji, byly
tez geny kodujace bialka zaangazowane w CaTK: anxa3a, grinab, hp, hpca, mast2, pkn3, pvalb7
I slc25a25b. Wskazuje to, ze ekspresja genéw kodujacych biatka zaangazowane w homeostazg
Ca?* jest zaburzona w neuronach stim2a”’" danio pregowanego. Nastgpnie przeprowadzono analize
ekspresji gené6w w populacji pojedynczych komoérek pochodzenia neuronalnego izolowanych z
mozgu larw (scRNASeq). W komorkach z larw WT zidentyfikowano w oparciu o geny markeréw
komoérkowych 13 klastréw, reprezentujacych roézne typy komoérek. Jedenascie z nich
zidentyfikowano jako okres§lony typ neuronéw, a dwa jako nieznane. Dalsza analiza wykazata 88
unikalnych genow CaTK ze wszystkich skupisk komorek neuronalnych; moga one by¢
zaangazowane w sygnalizacje neuronalng Ca?*. W kazdym skupisku komorek neuronalnych liczba
i rodzaj tych genéw byty rozne. W podwédjnym mutancie (stim2a;stim2b)” w oparciu o
komoérkowe geny markerowe zidentyfikowano 15 klastrow reprezentujace rozne typy komorek
pochodzenia neuronalnego. We wszystkich skupiskach komorek zidentyfikowano tacznie 102
unikalne CaTK geny. Szes$¢ typéw komorek zidentyfikowano zarowno w WT, jak i podwojnym
mutancie (stim2a;stim2b)”. Pomimo tego samego typu geny CaTK w tych szesciu klastrach
wykazywaty niejednorodnos¢. Cztery z osmiu genéw CaTK (grinab, hpca, mast2 i pvalb7),
ktorych ekspresja oznaczona przy pomocy sekwencjonowania RNA byta znaczaco podwyzszona
w probach mézgéw mutanta stim2a”", zidentyfikowano metoda scRNA w kilku klastrach komérek
neuronalnych. Pozostate cztery geny (anxa3a, hp, pkn3 i slc25a25b) z podwyzszong ekspresja w
moézgach larw stim2a”, nie zostaly zidentyfikowane w komérkach ekspresjonujacych GCaMP5G.
To sugeruje, ze geny te wykazuja ekspresje przede wszystkim w komorkach innych, niz komorki
pochodzenia neuronalnego. Ta interpretacja wydaje si¢ uzasadniona, poniewaz niedawno w
naszym laboratorium odkryto, ze gen anxa3a byl podwyzszony w populacji komorek
nieekspresjonujacych GCaMPSG, oddzielonych przez FACS 2z podwodjnego mutanta
(stim2a;stim2b)™-.



