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STRESZCZENIE

Jedng z kluczowych funkcji poprawnie funkcjonujagcego mozgu jest zdolnos¢ do
morfologicznych i funkcjonalnych zmian tkanki nerwowej, zwana neuroplastycznoscig. W
ostatnich latach, szczeg6lng uwage zyskaty badania nad transmisja hamujaca, a w szczeg6lnosci
nad jej plastycznym komponentem. Transmisja GABAergiczna jest krytyczna dla utrzymania
balansu pomigdzy transmisjami pobudzajaca i hamujaca, odgrywajac zasadnicza role w wielu
kognitywnych procesach, w tym w procesach uczenia si¢ czy tworzenia pami¢ci. Transmisje ta
dzieli si¢ na dwie gléwne sktadowe: transmisj¢ fazowa oraz toniczng. Podczas gdy przewodzenie
fazowe mediowane jest przez receptory GABAA znajdujace si¢ w synapsach, hamowanie toniczne
zalezne jest od receptoréw znajdujacych si¢ w poza synapsami. Poza synapsg, neuroprzekaznik
GABA obecny jest w niskich, submikromolarnych st¢zeniach, aktywujac ekstrasynaptyczne,
charakteryzujace si¢ wysokim powinowactwem do GABA, receptory GABAA, powodujac ich
trwale przewodzenie. W zaleznosci od typu komorki, ekstrasynaptyczne prady toniczne w
hipokampie moga by¢ mediowane przez receptory GABAA z rdéznorodnym skladem
podjednostkowym, jednak to receptory GABAA zawierajace w swoim sktadzie podjednostke a5
lub 6 uwaza si¢ za dominujace w tym procesie. Badania wskazuja, ze pozasynaptyczne receptory
GABAA moga odgrywa¢ kluczowa role w uczeniu si¢ i w ksztaltowaniu pamigci zaleznej od
hipokampa. Co wigcej, coraz wigcej dowodow naukowych wskazuje, ze nie tylko pobudzajaca, ale
1 hamujaca transmisja GABAergiczna podlega plastycznym zmianom zachodzacym w mozgu
podczas roznych proceséw poznawczych. Naturalne wydaje si¢ wige pytanie, czy poza transmisja
synaptyczng, rOwniez transmisja toniczna moze by¢ objeta zmianami plastycznymi. Mimo, ze
dotychczas glownym obiektem badan w regionie CA1 hipokampa byty komorki piramidowe, to
jednak zauwazalnie ro$nie zainteresowanie zbadaniem zjawisk plastycznych zachodzacych przy
udziale interneurondow. Sposrod wielu typdéw hipokampalnych interneurondéw majacych swoje
zakonczenia aksonalne na btonach komoérek piramidowych oraz innych interneuronach, dwa z nich
sg szczegoblnie interesujace — interneurony charakteryzujace si¢ synteza biatka parwalbuminy (PV+
INs) oraz te, ktore syntezuja bialko somatostatyne (SST+ INs). Dobrze opisano ich fundamentalny
wplyw na regulacj¢ dynamiki dziatania sieci neuronalnej w hipokampie, jak réwniez na
konsolidacje pamigci. W niniejszej rozprawie doktorskiej podjeto probe zbadania, czy hamowanie

toniczne moze by¢ zjawiskiem plastycznym. Zastosowanie modelu plastyczno$ci transmisji



GABAergicznej zaleznej od receptorow NMDA, myszy transgenicznych oraz myszy typu dzikiego
pozwolito nam opisa¢ zalezne od typu komorki zmiany plastyczne, jakim podlega hamowanie
toniczne. Ponadto, okreslono zmiany w udziale receptoréw GABAA z podjednostka a5 lub & w
mediowaniu pragdow tonicznych po indukcji plastycznosci. Wykazano, ze zmiany plastyczne w
wykorzystywanym modelu wigza si¢ ze znacznym wzrostem pradu tonicznego w komoérkach
piramidowych hipokampa. Co wigcej, efekt ten byt skorelowany ze zwigkszonym udzialem
pozasynaptycznych receptorow aSGABAA, podczas gdy pula receptorow z podjednostka & nie
zostala naruszona. Badania nad wspomnianymi wyzej interneuronami ukazaty jednak bardziej
skomplikowany obraz neuroplastyczno$ci. W tym przypadku wykazano dwukierunkowg
plastyczno$¢ hamowania tonicznego zaleznego od typu komorki. Podobnie jak w przypadku
komorek piramidowych interneurony zawierajace biatko somatostatyne charakteryzowaty sie¢
Znacznym wzmocnieniem tonicznego pradu GABAergicznego, a zmiany te byly zalezne od
zwiekszenia populacji receptorow a5SGABAA. Odmienne wyniki uzyskano w przypadku badan nad
interneuronami zawierajagcy parwalbuming. Zaré6wno interneurony generujace krotkotrwate
potencjaly czynno$ciowe o wysokiej czgstotliwosci (fast-spiking PV+ INSs), ale i interneurony,
ktérych wzorzec wyladowan wskazywat na nizszg czestotliwo$é dtugotrwatych wytadowan (non-
fast spiking PV+ INs) wykazywaly istotne zmniejszenie pozasynaptycznych pradow tonicznych
po indukcji plastycznosci. Obserwowanemu efektowi towarzyszyl znaczaco zmniejszony udziat
receptorow 0GABAA, ale i niewielki wzrost udziatu pradow zaleznych od aSGABAA. Wyniki te
wskazuja, ze plastyczno$§¢ hamowania tonicznego jest nowym wymiarem neuroplastycznosci, a
mechanizmy lezace u jej podstaw zaleza od typu neurondw, a takze réwnowagi w udziale
receptorow GABAA zawierajacych podjednostki a5 oraz 8. Podsumowujac, badania te dostarczaja
solidnych dowodoéw na kluczowa role ekstrasynaptycznych receptorow GABAA w modulacji

transmisji hamujacej oraz ich wplyw na dzialanie sieci neuronalnych.



ABSTRACT

One of the essential functions of a properly functioning brain is the ability to morphological
and functional changes of neural tissue, called neuroplasticity. In recent years inhibitory
transmission, the process by which neurons suppress or reduce the activity of other neurons gained
a remarkable attention. Inhibitory transmission, with its main neurotransmitter GABA, is critical
in maintaining the balance between excitation and inhibition in the brain, and is believed to play a
key role in a wide range of brain functions, including learning, memory and behavior. The
inhibitory GABAergic transmission has two major components: tonic and phasic. While phasic
signalling is mediated by GABAA receptors at postsynaptic densities, tonic inhibition relies on high
affinity receptors located at extrasynaptic regions. Ambient GABA, present in low, submicromolar
concentrations, are able to activate extrasynaptic GABAA receptors leading to their persistent
conductance. Depending on the cell type, tonic currents in hippocampus can be mediated by a
variety of GABAA receptor subtypes, but a5 and & subunits are considered to be predominant. It
has been demonstrated that extrasynaptic a5- and &-containing GABAA may play a crucial role in
learning and memory formation dependent on the hippocampus. Recently, a growing body of
evidence indicates that not only excitatory, but also inhibitory synaptic transmission undergoes
plastic changes occurring in the brain during a variety of cognitive tasks. It seems natural, therefore,
to ask whether, not only phasic inhibition, but also tonic inhibition could be affected by plastic
changes. While the main objects of studies in the hippocampal CAL region are principal cells, it is
thus appealing to investigate the plasticity in interneurons. Two of the different types of
interneurons exhibit a large diversity in innervating pattern of the principal cells and of other
interneurons - parvalbumin-containing (PV+ INs) and somatostatin-containing (SST+ INS)
interneurons. It is described that both of them are crucial in regulating the hippocampal neuronal
network dynamics, having a substantial impact on memory consolidation. Herein, we made an
attempt to investigate whether the tonic inhibition could be a plastic phenomenon. Use of the
NMDAR-dependent GABAergic plasticity model, wild-type and transgenic mice allowed us to
describe the cell type-dependent plastic changes that tonic inhibition undergoes. Furthermore, we
defined the shifts in the participation of a5- and &-containing GABAA in tonic currents after
induction of plasticity. We reported that induction of plasticity is associated with a significant

increase in tonic current in principal cells. Moreover, this effect was correlated with an increased



proportion of extrasynaptic a5-GABAA receptors, while the pool of 5-GABAA receptors was not
affected. Interestingly, research on inhibitory interneurons has shown a bidirectional plasticity of
tonic inhibition. Somatostatin-containing interneurons were characterized with enhancement of
GABAergic tonic current and these changes were dependent on increase of a5GABAARS
population extrasynaptically. Different results were obtained, when parvalbumin-containing
interneurons were examined. Both fast-spiking and non-fast spiking PV+ interneurons showed a
reduction of extrasynaptic tonic currents after the plasticity induction. The observed effect was
accompanied by a remarkably reduced proportion of SGABAARS and a relatively small increase of
participation in tonic currents mediated by a5GABAARs. We conclude that plasticity of tonic
inhibition is a novel dimension of the inhibitory neuroplasticity and the underlying mechanisms
depend on the cell-specific balance in participation of a5 and & subunit-containing GABAA
receptors. In conclusion, our research provides a solid evidence for the crucial role of extrasynaptic
GABAA receptors in modulating inhibitory transmission and their impact on the function of

neuronal networks.



WPROWADZENIE

1. Hamowanie toniczne i fazowe transmisji GABAergicznej

Rownowaga pomiedzy pobudzeniem a hamowaniem aktywnosci uktadu nerwowego ssakow
jest niezwykle waznym 1 ztozonym zjawiskiem. Jedng z jej sktadowych jest transmisja
GABAergiczna, ktora w mozgach dorostych ssakow odgrywa kluczowa role w hamowaniu. Kwas
v-aminomastowy (GABA) aktywuje biatka receptorowe biorace udziat w transporcie jonow przez
btong komoérkowa, a ich aktywnos$¢ jest fundamentalna dla regulacji pobudliwo$ci komoérek
nerwowych, a idac dalej, dla aktywnosci sieci neuronalnej. Jonotropowe receptory GABAA, jako
kanaty pentameryczne, charakteryzuja si¢ duza rdéznorodno$cig funkcjonalng, wynikajaca z
wystepowania 19 typow podjednostek (o1 —s, f1— 3, y1 — 3, 9, €, 0, @, p1 — 3) mogacych wchodzié
w sktad receptora (McKernan and Whiting, 1996; Sieghart, 2000; Sieghart and Savi¢, 2018).
Transmisja GABAergiczna sktada si¢ z dwoch gldéwnych komponentow: transmisji synaptycznej
oraz tonicznej (pozasynaptycznej). Receptory GABAA o sktadzie podjednostkowym a1fy2, a2py2
oraz oszPy2 wystepuja przewaznie w synapsach, uczestniczac w szybkim przewodzeniu fazowym.
Ich aktywno$¢ zalezna jest od szybkich i relatywnie duzych zmian st¢zenia neuroprzekaznika
GABA w synapsach. Jednak receptory GABAA mogg znajdowac si¢ rOwniez poza synapsami,
biorac udzial w hamowaniu tonicznym. Ze wzgledu na niskie, submikromolarne stezenie GABA
okotosynaptycznie, hamowanie toniczne opiera si¢ ono na receptorach GABAA 0 wysokim
powinowactwie. Te niskie stezenia GABA s3 w stanie aktywowac pozasynaptyczne receptory
GABAA powodujac ich trwate przewodnictwo. Receptory zaangazowane w hamowanie toniczne
zazwyczaj zawieraja podjednostki a(4-6), B, o (dla 04/6) lub y (dla a5), jednak nalezy wzia¢ pod
uwage fakt, ze rozne typy neuronéw w roéznych regionach mézgu moga rdzni¢ si¢ stechiometrig
podjednostek wchodzacych w sktad tych receptorow (Mody and Pearce, 2004; Glykys and Mody,
2007a; Chen et al., 2017).

Przewodnictwo toniczne dziata w dluzszej skali czasowej, majac prominentny wptyw na
obnizenie pobudliwo$ci btony neuronu. Ze wzgledu na wieksza ilo§¢ receptorow GABAA 0
wysokim powinowactwie (a wigc tymi zlokalizowanymi pozasynaptycznie) oraz nawet 3-krotnie

wigkszym tadunkiem przenoszonym w ramach usrednionego w odpowiedniej skali czasowej



tonicznego pradu GABAergicznego, uwaza sie, ze prad toniczny jest nierozerwalnym elementem
réwnowagi pomi¢dzy hamowaniem a pobudzeniem w moézgu (Farrant and Nusser, 2005).
Szczegolnie ciekawym wydaje si¢ by¢ watek receptoréw GABAA majacych w swoim
sktadzie podjednostke a5. Mimo, Ze receptory tego typu stanowig mniej niz 5% calej populacji
receptorow GABAA w moézgu ssakéw, odkryto prawie dwie dekady temu, ze odpowiadaja za
zdecydowang wigkszo$¢ przewodnictwa tonicznego w komoérkach piramidowych regionow
CA3/CAL hipokampa. Tym samym, zwraca si¢ uwage na relatywnie niski udzial receptorow
GABAA z podjednostka 6 oraz receptorow ztozonych wytgcznie z podjednostek o oraz B (Caraiscos
et al., 2004). Artykuly naukowe zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej rozszerzajg
znacznie poziom wiedzy na temat przewodnictwa tonicznego w hipokampie nie tylko w
odniesieniu do pobudzajacych komorek piramidowych, ale rowniez réznych typow interneurondw
hamujacych. Ponadto, co zostalo opisane w dalszej czes$ci, udowodniono, ze prady toniczne

podlegaja zmianom plastycznym, ktére moga znaczaco wplywac na sie¢ neuronalna.

2. Transmisja GABAergiczna w sieci neuronalnej hipokampa

W hipokampie, strukturze nierozerwalnie zwigzanej z uczeniem si¢ i pamigcia, hamujace
interneurony GABAergiczne stanowig okoto 10-15% ogblnej populacji neuronéw. Jednak, mimo
tak matego udziatu procentowego, populacja interneuronéw hipokampa charakteryzuje si¢ wielka
roznorodnos$cia, bedac gtowng determinantg praktycznie wszystkich aspektéw funkcji obwodoéw
neuronalnych (Pelkey et al., 2017). Anatomicznie, hipokamp podzielony jest na réwnolegle
utozone warstwy. Komorki piramidowe, ktore uznawane sg za przyktad komorek pobudzajacych
w hipokampie, swoje ciata komorkowe zlokalizowane majg w stratum pyramidale, a ich dendryty
rozciggaja si¢ na wszystkie z warstw hipokampa. Taka organizacja dendrytow komorek
piramidowych pozwala na stymulacj¢ z réznych zrodet, zarowno zewnatrz-, jako wewnatrz-
hipokampalnych. W przeciwienstwie do komodrek piramidowych majacych swoje ciata
komorkowe w stratum pyramidale, hamujace interneurony, ktore z definicji uwalniaja
neuroprzekaznik GABA, swoje ciata komorkowe maja rozproszone we wszystkich warstwach
hipokampa (Booker and Vida, 2018). Uktad ich drzew dendrytycznych oraz aksonow jest bardziej

ograniczony, co pozwala na bardziej specyficzng integracj¢ impulséw aferentnych czy eferentnych.
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Aksony niektérych podtypow interneuronOw mogg pozostawaé w tej samej warstwie co ciato
komorkowe, jednak niektore interneurony charakteryzuja si¢ aksonami, ktdre pokonuja znaczne
odlegtosci, tworzac projekcje znacznie oddalone od ich ciat komérkowych. Aksony interneuronow
hamujacych mogg dociera¢ do dobrze zdefiniowanych domen postsynaptycznych (w przypadku
hipokampa — ciata komorkowego i dendrytow blizszych komoérek piramidowych) lub dostarczaé
sygnaty do znacznie oddalonych, duzych fragmentéw dendrytu komoérek docelowych (Klausberger
and Somogyi, 2008). Taki rozktad wtokien aferentnych zapewnia, Ze praktycznie cata
powierzchnia komorek piramidowych otrzymuje stymulacje od roznych podtypow interneuronéw
GABAergicznych. Poprzez swoja aktywno$¢, interneurony petnig kluczowa role nie tylko w
regulacji pobudliwo$ci pojedynczych komorek, ale réwniez biora udziat w ustalaniu okna
czasowego dla pobudzenia synaptycznego, a co za tym idzie — kolejnej inicjacji potencjatu
czynno$ciowego. Proces ten ma istotny wptyw na ksztaltowanie i synchronizacj¢ przeptywu

informacji w obwodach neuronalnych (Park et al., 2020; Udakis et al., 2020; Brzdak et al., 2023).

3. Plastyczno$¢ hamujacej transmisji GABAergicznej

Poprzez termin ,,plastycznos$ci synaptycznej” definiuje si¢ zmiany sity synaps lub zmiany
wydajnosci transmisji synaptycznej, ktora wynika jako odpowiedZ na okre$lone bodzce 1 jest
odpowiedzig na aktywnos¢ sieci neuronalnej (Voss et al., 2017). Zmiany plastyczne dotykaja
zar6wno morfologii, jak 1 fizjologii komoérek neuronalnych, a trwa¢ moga od kilku milisekund az
po okres liczony w latach. Uwaza sig¢, ze plastyczno$¢ synaptyczna stanowi fundamentalny substrat
procesow pamigciowych i uczenia si¢ (Abraham et al., 2019; Chiu et al., 2019; Barberis, 2020).
Od kilku dekad intensywnie badana jest plastyczno$¢ synaps pobudzajacych
(glutaminianergicznych), ktorej molekularne mechanizmy udato si¢ juz czeSciowo poznac i opisac.
Duzo mniej uwagi naukowcy poswigcali badaniom nad hamujacg transmisja GABAergiczng ze
wzgledu na zdecydowanie mniejszg liczb¢ neurondéw GABAergicznych oraz ich duzo wigksze
zréznicowanie, co utrudniato badanie ich potencjatu do zmian plastycznych (Klausberger and
Somogyi, 2008; Pelkey et al., 2017). W ostatnich latach obserwujemy jednak znaczy wzrost
zainteresowania tematyka transmisji hamujacej, a odkrycie, ze synapsy hamujace, tak jak

pobudzajace, podlegaja zmianom plastycznym, tworzy przestrzen do wielu przetomowych odkry¢.
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Badania wskazuja, ze chroniczna modyfikacja pobudliwosci neuronéw, moze wptywac zarowno
na synapsy glutaminianergiczne oraz GABAergiczne na tym neuronie. Wskazuje to na udzial
mechanizméw komorkowych, zaangazowanych w koordynacje¢ zmian synaptycznych (Turrigiano,
1999; Ibata et al., 2008; Rannals and Kapur, 2011). Doktadny zwigzek miedzy aktywnoS$cig
neuronalng, a jednoczesnymi modyfikacjami transmisji glutaminianergiczej oraz GABAergicznej
jest stabo poznany. Wynika¢ to moze z faktu, ze efekty roznych protokotéw wykorzystywanych
do indukcji plastycznosci, byly glownie badane niezaleznie w synapsach pobudzajacych i
hamujacych. Warto jednak zwroci¢ uwage, ze ekspresja plastycznosci pobudzajacej i hamujace;j
wykazujg kilka wspdlnych cech, glownie postsynaptycznie. W obu przypadkach dochodzi do
aktywacji postsynaptycznych receptoréw NMDA oraz CaMKII (ang. Ca?*/calmodulin kinase I1)
— jednego z najlepiej scharakteryzowanych szlakéw sygnalizacyjnych w dlugotrwatym
wzmocnieniu synaptycznym (LTP od ang. ,, Long-Term Potentiation” dla transmisji pobudzajace;j
oraz iLTP od ang. ,, Inhibitory Long-Term Potentiation” dla transmisji hamujacej). Wiele badan
wskazuje na fakt, iz aktywacja NMDA i CaMKII jest niezbg¢dna dla ekspresji dlugotrwatych zmian
synaptycznych (Marsden et al., 2007; Nicoll and Roche, 2013; Petrini et al., 2014; Flores et al.,
2015; He et al., 2015; Chiu et al., 2018). Ponadto, dtugotrwate ostabienie synaptyczne transmisji
GABAergicznej (iLTD od ang. ,, Inhibitory Long-Term Depression™) opiera si¢ na aktywnosci
kalcyneuryny, fosfatazy, ktora jest §cisle powigzana w dtugotrwate ostabienie glutaminianergiczne
(LTD od ang. ,, Long-Term Depression”) (Mulkey et al., 1994; Lu et al., 2000). Zaobserwowano
réwniez, ze dziatanie proteolityczne kalpain wptywa zarowno na plastyczno$¢ synaptyczna
glutaminergiczna, jak i GABAergiczng (Andres et al., 2013; Tyagarajan et al., 2013; Costa et al.,
2016; Briz and Baudry, 2017). Bardzo istotnym, z punktu widzenia niniejszej pracy doktorskiej,
jest fakt, ze indukcja plastyczno$ci obejmuje zmiany liczby receptorow synaptycznych, dyfuzje
lateralng oraz ich interakcj¢ z cytoszkieletem w obu rodzajach transmisji (Bannai et al., 2009;
Choquet and Triller, 2013; Petrini et al., 2014). Co wigcej, synapsy hamujace czgsto znajduja si¢
bardzo blisko synaps glutaminianergicznych (nawet kilka mikrometrow odleglosci) (Megias et al.,
2001). Zatem, przedstawione analogiczne mechanizmy plastycznos$ci postsynaptycznej oraz
przestrzenny uktad synaps obu transmisji stanowiag mocne argumenty w dyskusji nad mozliwa
interakcja migdzy sasiadujagcymi synapsami glutaminianergicznymi i GABAegicznymi.

Jak zostalo wspomniane wczesniej, hamujace prady toniczne majg kluczowy wplyw na

ksztaltowanie pobudliwosci sieci neuronalnej w hipokampie. Dotychczas niewiele badan
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przeprowadzono na temat zjawisk plastycznych w odniesieniu do receptorow GABAA
znajdujacych si¢ okoto- i pozasynaptycznie, zaangazowanych w mediowanie pradow tonicznych.
W zalezno$ci od regionu mozgu, GABAergiczny prad toniczny moze by¢ mediowany przez rézne
kompozycje receptora GABAA (Semyanov et al., 2003; Farrant and Nusser, 2005), jednak na
potrzeby niniejszej pracy doktorskiej, skupiono si¢ na strukturze hipokampa. Badania wskazuja,
ze w zakrgcie zebatym receptory GABAA z podjednostka 6 sg zaangazowane w mediowanie
pradow tonicznych (Pirker, 2000; Nusser and Mody, 2002; Stell and Mody, 2002), podczas gdy w
komorkach piramidowych regionow CA1/CA3 hipokampa t¢ funkcje petniag receptory GABAA z
podjednostka a5 (Caraiscos et al., 2004; Glykys and Mody, 2007b; Wyroslak et al., 2021). W
niniejszej pracy doktorskiej do stanu wiedzy na temat GABAergicznych pradow tonicznych w
hipokampie dostarczamy dowodow, ze w badanych typach interneuronéw (PV+ oraz SST+)
konduktancja ta jest zalezna glownie od SGABAA (Wyroslak et al., 2023)

Receptory GABAA w synapsach GABAergicznych zakotwiczone sg gtownie dzigki klastrom
gefiryny (Essrich et al., 1998; Kneussel and Betz, 2000; Jacob et al., 2008; Vithlani et al., 2011),
jednak nie zawsze jest to regulg — opisano juz niezalezne od gefiryny procesy tworzenia klastrow
receptorow GABAA w synapsach (Papadopoulos et al., 2007; Saiepour et al., 2010; Panzanelli et
al., 2011). Warto zauwazy¢, ze w warunkach fizjologicznych, gefiryna moze wptywac na lateralng
ruchliwos$¢ receptorow GABAA w synapsach, co wykazano poprzez zaburzenie aktywnosSci
gefiryny (Jacob et al., 2008). Receptory GABAA z podjednostka a5 koncentrujg si¢ glownie poza
synapsami, a ich kotwiczenie w cytoszkielecie aktynowym zachodzi dzigki biatku z rodziny ERM
- radyksynie. Specyficzne kotwiczenie receptorow oSGABAA przez radyksyng wymaga
dwustopniowego procesu aktywacji, mediowanego przez zwigzanie z btong komodrkowa oraz
zalezne od ufosforylowania zmiany konformacyjne radyksyny. Uwaza si¢, ze proces ten jest
zalezny od sygnalizacji RhoA i ROCK (Matsui et al., 1998) Zdefosforylowanie radyksyny
prowadzi do zwigkszenia ruchliwosci lateralnej receptorow GABAA z podjednostka a5, tym
samym zwiekszaja ich liczb¢ w synapsach GABAergicznych. Zatem zwigkszona zostaje pula
receptorow aSGABAA, ktére majg swodj udziat w mediowaniu pradéw synaptycznych, a w
konsekwencji ma to wptyw na sile synaps. Wiadomym jest, ze udzial tych receptorow ma bardzo
duzy wplyw na efektywno$¢ synaps hamujacych poprzez udzial w pradach synaptycznych o
wolniejszej kinetyce (Schulz et al., 2018; Brzdak et al., 2023). Jak wykazano, receptory a5SGABAA

sg jednym z kluczowych elementéw wpltywajacych na przedstawiang wczes$niej interakcje
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transmisji glutaminianergicznej oraz GABAergicznej. W wyniku indukcji dhugotrwatego
wzmocnienia synaps glutaminianergicznych, nastgpuje relokacja receptorow aSGABAA do synaps
hamujacych, co powoduje zablokowanie dalszej aktywacji receptorow NMDA, niezbednej do
dalszego wzrostu efektu indukcji plastyczno$ci w synapsach pobudzajacych. W rezultacie,
hamujaca plastycznos$¢ synaptyczna zachodzi rownolegle z plastycznoscig synaps pobudzajgcych,
majac wpltyw na ksztattowanie si¢ bardziej zaawansowanych procesow, takich jak np. uczenie si¢
i pamig¢ (Davenport et al., 2021).

Tak jak zostalo wspomniane, indukcja plastycznosci synaptycznej wywotuje redystrybucje
receptorow ekstrasynaptycznych, a wiec pozostaje odpowiedzie¢ na pytanie, jak te procesy
wplywaja na prady toniczne. W niniejszej pracy doktorskiej podjeto si¢ proby okreslenia wplywu
indukcji plastyczno$ci na populacje receptorow GABAA z podjednostka a5 lub 6 w komorkach
piramidowych oraz réznych typach interneuronéw hipokampa, ktore to populacje okazuja sie

podlega¢ procesom plastycznym, a zmiany te sg specyficzne dla typu komorki.

4. Hamowanie toniczne w uczeniu si¢ i pamieci.

Rosngca w ostatnich latach liczba badan dotyczaca transmisji GABAergicznej dostarcza co
raz wigkszej liczby dowoddw, ze hamowanie toniczne odgrywa bardzo istotng rolg w zaleznych
od hipokampa procesach uczenia si¢ i pamigci. Eksperymenty, w ktorych wykorzystano myszy z
nokautem Gabra5(-/-), ktore charakteryzuja si¢ brakiem ekspresji receptoréw aSGABAA,
zaangazowanych w przewodnictwo toniczne, wykazuja przyspieszenie uczenia si¢ (Martin 2009).
Myszy z czesciowym lub zupelnym deficytem receptorow a5SGABAA wykazuja lepsze wyniki w
uczeniu asocjacyjnym oraz testach pamieci (Collinson et al., 2002; Crestani et al., 2002; Yee et al.,
2004), charakteryzujac si¢ rowniez lekkim pogorszeniem si¢ uczenia zwigzanego z lokalizacja
obiektow (Prut et al., 2010). Zablokowanie aktywno$ci tych receptorow poprzez aplikacje
blokerow ich aktywnosci (np. L-655,708, RO-493851) rowniez wptywa pozytywnie na uczenie si¢
i zdolnosci poznawcze (Navarro et al., 2002; Ballard et al., 2009; R. Atack, 2011). U ludzi
przeprowadzono dotychczas niewiele podobnych badan, jednak istnieja dowody, ze podanie
blokeréw a5SGABAA u zdrowych osob redukuje zaburzenia kognitywne zwigzane z amnezjg
alkoholowa (Nutt et al., 2007). Poczyniono rowniez kroki w celu odpowiedzenia na pytanie, w

jakim stopniu prad toniczny zalezny GABAA z podjednostka 6 wplywa na procesy uczenia si¢ i
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pamigci w médzgu. Obserwuje si¢ mutacje w genie odpowiedzialnym za ekspresje podjednostki &
receptora GABAA u myszy w modelu epilepsji oraz u pacjentow chorych na epilepsj¢ (Hirose,
2014; Mele et al., 2019). Ponadto, niedawno opublikowane badania wykazuja na zmniejszenie
ekspresji wielu podjednostek receptora GABAA, w tym podjednostki 6, w zakrecie skroniowym
srodkowym w probkach mozgu pobranych po $mierci od pacjentow z chorobg Alzheimera. Zmiany
zaburzaja réwnowage pomiedzy transmisja pobudzajaca a hamujaca, co moze prowadzi¢ do
dysfunkcji poznawczych opisywanych w chorobie Alzheimera (Govindpani et al., 2020).
Receptory GABAA z podjednostka 6 wystepuja w hipokampie, chociaz ich ekspresja zalezy od
typu komorki nerwowej (Sun et al., 2004; Mangan et al., 2005; Glykys et al., 2008). Wykazano, z¢
te receptory niezbedne dla proceséw uczenia si¢ i tworzenia pamigci, a wzmocnienie transmisji
tonicznej zaleznej od SGABAA w hipokampie spowodowato drastyczne pogorszenie si¢ zdolnosci
uczenia si¢ zwierzat. Udowodniono réwniez, ze wzmozona aktywno$¢ tych receptoréw blokuje
indukcje plastycznosci synaptycznej, ktora lezy u podstaw proceséw uczenia si¢ (Whissell et al.,
2013; Cushman et al., 2014). Podsumowujac, Wraz z rosngcym stanem wiedzy na temat wptywu
transmisji GABAergicznej na sie¢ neuronalng, dowiadujemy si¢ wigcej na temat nie tylko
molekularnych mechanizméw neuroplastyczno$ci, procesdw uczenia si¢ 1 pamigci, ale rOwniez

podstaw zaburzen neurologicznych.

CELE I ZALOZENIA PRACY

Podstawe niniejszej pracy doktorskiej stanowig spojne tematycznie publikacje naukowe
realizowane w celu poglebienia wiedzy z zakresu tytutowego zagadnienia: Badania mechanizmow
plastycznosci transmisji GABAergicznej w interneuronach i komorkach piramidowych hipokampa
myszy. W ramach realizacji zadan projektow badawczych, przeprowadzono weryfikacje

niniejszych hipotez badawczych:

1. Indukcja iLTP wplywa na ekstrasynaptyczne prady toniczne w komorkach
piramidowych regionu CA1 hipokampa myszy.
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2. Interneurony hipokampa myszy z regionu CAl charakteryzujg si¢ plastycznos$cia
transmisji GABAergicznej zalezng od aktywnosci integryn oraz typu komorki.

3. Podanie NMDA w réznych typach interneuronéw regionu CAl hipokampa myszy
powoduje  zmniejszenie  amplitudy  miniaturowych ~ hamujacych  pradow
postsynaptycznych oraz wplywa na ekstrasynaptyczne prady toniczne.

Celem pierwszej publikacji z cyklu, zatytutowanej: ,Induction of Inhibitory Synaptic
Plasticity Enhances Tonic Current by Increasing the Content of a5-Subunit Containing GABAA
Receptors in Hippocampal Pyramidal Neurons” (Neuroscience 15;467:39-46), byta weryfikacja
pierwszej z hipotez dotyczacej potencjalnego wplywu indukcji iLTP na prady ekstrasynaptyczne
w komorkach piramidowych hipokampa myszy. Ponadto, w pracy tej rozrézniono udziat populacji
receptoréw GABAA z podjednostkami a5 oraz 6 w mediowaniu pradoéw tonicznych oraz zmiany

plastyczne, ktorym podlegaja.

Celem drugiej publikacji zatytutowanej ,,Bidirectional plasticity of GABAergic tonic
inhibition in hippocampal somatostatin- and parvalbumin-containing interneurons” (Frontiers in
Cellular Neuroscience 17:1193383) byto odniesienie si¢ do hipotez drugiej i trzeciej poprzez
weryfikacje wptywu indukcji iLTP poprzez podanie NMDA na prady toniczne mediowane przez
ekstrasynaptyczne receptory GABAA. Co wigcej, dzigki uzyciu bardzo specyficznej wobec
konkretnych receptorow farmakologii, opisane zostaty zmiany udziat w mediowaniu pradow
tonicznych przez receptory GABAA z podjednostkami a5 oraz §. Tematyka plastycznosci
transmisji GABAergicznej zaleznej od aktywnosci integryn zostata poruszona w oryginalnej pracy,
ktora nie zostata wlgczona do niniejszej rozprawy doktorskiej (Brzdak P., Lebida K., Wyroslak
M., Mozrzymas JW. GABAergic synapses onto SST and PV interneurons in the CA1 hippocampal
region show cell-specific and integrin-dependent plasticity. Scientific Reports (2023) 13:5079).
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MATERIALY I METODY

1. Podstawowe odczynniki i roztwory

1.1. Odczynniki

Odczynniki wykorzystane w badaniach przedstawionych w niniejszej rozprawie

doktorskiej pochodzity z firmy Sigma-Aldrich (Polska). Ponizej przedstawiono

wyjatki, zakupione w Tocris Bioscience (Wielka Brytania):

Tetrodotoksyna

DNQX (561 dwusodowa)
Etomidat

Gaboxadol

L-655,708

Pikrotoksyna

1.2. Roztwory

W trakcie preparowania oraz inkubacji skrawkow mozgowych myszy, a takze
podczas pomiarow elekrofizjologicznych wykorzystano sztuczny ptyn mozgowo-
rdzeniowy (ang. artificial cerebrospinal fluid, aCSF) (Feldman, 2000). Ponizej sktad
w mM:

NaCl 119, KCI 2.5, NaH2PO4 1, NaHCO3 26.3, MgS04 1.3, CaCl2 2.5, glukoza
11. Warto$¢ pH roztworu wynosita 7.4 (Osmolarno$¢: 295-305 mOsm). Roztwor
byl natleniany karbogenem (95 % O2 + 5 % CO2).

Roztwor wykorzystywany do wypetiania pipet pomiarowych wykorzystywany w
trakcie rejestracji pradow synaptycznych 1 pozasynaptycznych z komorek
piramidowych oraz interneuronéw hipokampa myszy (Marsden et al., 2007). Sktad
roztworu w mM: glukonian potasu 10, KCI 125, EGTA 1, HEPES 10, MgATP 4,
sachoroza 5. Warto$¢ pH = 7.25 uzyskiwano poprzez miareczkowanie roztworem

IM KOH (Osmolarno$¢: 285-295 mOsm).
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2. Zwierzeta

Zwierzeta wykorzystywane w przedstawionych doswiadczeniach pochodzity ze
Zwierzetarni Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu. Zwierzeta
utrzymywane byly z pelng dostepnoscig wody oraz pozywienia ad libitum w naturalnym
trybie 12h $wiatta/12h ciemnos$ci. Do przeprowadzenia badan wykorzystano zaréwno
myszy typu dzikiego C57BL/6 oraz genetycznie modyfikowanych myszy
charakteryzujacych si¢ biosyntezg reporterowego biatka fluorescencyjnego w dwoch
typach interneuronéw — interneuronach parwalbuminowych (PV+) oraz interneuronach
somatostatynowych (SST+). Myszy tego typu rodzity sie w wyniku krzyzowki
homozygotycznych myszy, u ktorych obserwuje si¢ synteze rekombinazy Cre (PV-Cre,
JAX 017320 oraz SST-Cre, JAX 028864) z myszami, ktore charakteryzuja si¢ obecnos$cia
w genomie (zablokowanego dzigki obecnosci hamujacych transkrypcje sekwencji 10xP)
wariantu czerwonego biatka fluorescencji tdTomato. Potomstwo z tej krzyzéwki cechuje
si¢ mocng i trwalg fluorescencja, umozliwiajaca identyfikacje specyficznej populacji
interneuronow.

Zwierzgta byty traktowane zgodnie z regulacjami Ustawy o Ochronie Zwierzat, a na
przeprowadzenie niniejszych badan uzyskana zostala zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do

Spraw Doswiadczen na Zwierzg¢tach we Wroctawiu.

3. Preparatyka skrawkow mézgowych myszy

Myszy wykorzystane w ramach niniejszych badan byty znieczulane izofluranem, a
nastepnie usmiercane poprzez dekapitacje. Po dekapitacji, otwierano czaszke, a mozg
umieszczano w zimnym w zimnym (2-3 °C) sztucznym ptynie moézgowo rdzeniowym
(aCSF) natlenianym za pomocg karbogenu (95% 0,, 5% CO,) na okoto 10 sekund (aCSF
o pH 7.4 zawierat w mM: NaCl 119, KCI 2.5, NaH2PO4 1, NaHCO3 26.3, MgSO4 1.3,
CaClz 2.5, oraz glukoza 11). Nastepnie, potkule mozgowe byly rozdzielane, a nastepnie za
pomoca wibratomu Leica VT1200S (Leica, Niemcy) pocigte transwersalnie na skrawki o
grubosci 350 um. W ten sposob uzyskano wielu skrawkow moézgowych, na ktérych

hipokamp byl tatwo widoczny. Skrawki byly nastgpnie przenoszone do komory
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inkubacyjnej zawierajacej natleniany aCSF o temperaturze pokojowej i pozostawiane tam

przez co najmniej 1 godzing przed rozpoczeciem eksperymentdéw fizjologicznych.

4. Doswiadczenia elektrofizjologiczne

Doswiadczenia elektrofizjologiczne wykonane w ramach niniejszej pracy doktorskiej
wykonane zostaly z uzyciem techniki patch-clamp. Ponizej opisuje doktadnie zarowno tg
metodg, jak i przebieg doswiadczen. Nastgpnie opisuj¢ sposoby analizy uzyskanych w
ramach eksperymentow danych.

W celu przeprowadzenia eksperymentow elektrofizjologicznych, skrawki mozgowe
umieszczano w komorze zanurzeniowej, w ktérej zachodzit ciaglty przeptyw natlenianego
roztworu aCSF o temperaturze pokojowej. Region CA1 hipokampa uwidaczniany byt w
matym powickszeniu (Zeiss, 4x), a do wizualizacji poszczegdlnych neuronéw w stratum
pyramidale/oriens uzyto duzego powickszenia (Zeiss, 40x). Komorki piramidowe
rozrozniane byly od interneuronéw w stratum pyramidale dzigki obecnosci wyraznego,
grubego wierzchotkowego proksymalnego dendrytu oraz charakterystyki wzorca
wytadowan. Zaréwno interneurony parwalbuminowe (PV+), jak i1 somatostytynowe
(SST+) lokalizowane byly na podstawie biosyntezy biatka reporterowego tdTomato,
wizualizowanego za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej wyposazonej w system Lamda
DG-4, zaprojektowany do szybkich zmian dtugosci fali (Sutter Instrument). Interneuronow
parwalbuminowych poszukiwano w stratum pyramidale. Charakteryzowaty si¢ wzglednie
duzym ciatem komorki oraz dendrytami znajdujacymi si¢ po dwoch przeciwnych stronach
somy. Interneurony syntezujace somatostatyne, charakteryzujace si¢ widocznie
rozszerzonym drzewem dendrytycznym, lokalizowane byly w stratum oriens, rownolegle
do stratum pyramidale.

Wszystkie eksperymenty przeprowadzone byty w technice patch-clamp w konfiguracji
whole-cell uzywajac szklanej pipety pomiarowej wypetionej roztworem elektrodowe;j
(elektrodowym (pH 7.25, 295 MOsm, sktad w mM: glukonian potasu 10, KCI 125, EGTA
1, HEPES 10, MgATP 4, sacharoza 5) o oporze 2.5 - 4.5 MOhm. Rejestracja wzorcow

wytadowan przeprowadzona byla w trybie current-clamp metody patch-clamp. Pomiary
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pradow tonicznych byly przeprowadzone w trybie voltage-clamp przy utrzymywanym
potencjale blonowym -70 mV. Sygnaly rejestrowane w ramach eksperymentow
wzmacniano i filtrowano przy uzyciu wzmacniacza Multi-Clamp 700B oraz Axon Digidata
1550 (Molecular Devices).

Po rejestracji wzorca wytadowan, podawano TTX (I uM) w celu zablokowania
generowania potencjalow czynnosciowych zaleznych od bramkowanych napigciem
kanatéw sodowych oraz DNQX (20 pM) celem blokady receptorow glutaminianowych
typu AMPA. Zwigzki te pozostawaly w komorze pomiarowej do konca trwania
cksperymentu. Plastycznos¢ w naszych eksperymentach indukowana byta poprzez
traktowanie skrawkoéw moézgowych 20 uM NMDA przez 3 minuty. Dzigki cyrkulacji
natlenowanego aCSF w trakcie eksperymentow, wyptukiwano NMDA z komory
pomiarowej. Po uptywie 20 minut od wyptukania NMDA, gaboxadol (1 uM, inna nazwa -
THIP) lub etomidat (5 uM) zostaty uzyte do wzmocnienia pradu tonicznego w komorkach
piramidowych oraz interneuronach PV+ 1 SST+. Prady toniczne w hipokampie mediowane
sg gltownie przez receptory GABAA zawierajace podjednostki a5 lub o, stad wybor
wspomnianych substancji do wzmocnienia przewodzenia tonicznego. Gaboxadol
wzmacnia prady synaptyczne zalezne od 8-GABAA, natomiast etomidat wzmacnia
aktywno$¢ receptorow GABAA z podjednostkami B2 i f3. Obie te substancje sg od lat
skutecznie stosowane w badaniach nad prgdami tonicznymi. Ich stosowanie jest najczgsciej
niezbedne ze wzgledu na niska bazowa fizjologiczng wielko§¢ pradéw tonicznych w
regionie CA1 hipokampa. W koncowej cz¢sci eksperymentéw podawano PTX (100 uM w
celu wyciszenia transmisji GABAergicznej. Czynno$¢ ta byta wymagana do pozniejszej
analizy pradow tonicznych, ktéra to analiza zostata opisana w jednym z kolejnych
podrozdziatéw. W trakcie trwania pomiaréw monitorowano opor wejscia, a komorki, u
ktorych ten op6r zmienit si¢ o wigcej niz 20%, byly odrzucane z analizy.

Dodatkowo, aby oceni¢ udziat receptorow GABAA z podjednostka a5 w mediowaniu
pradow tonicznych, po dodaniu etomidatu/gaboxadolu podawano L-655,708 (odwrotny
agonista aSGABAA) przed podaniem PTX, co skutkowalo zmniejszeniem wielkosci
GABAergicznych pradow tonicznych. Aby zapewni¢ specyficzno$¢ dziatania L-655,708,

zastosowano niskie stezenie 20 uM, poniewaz jego wyzsze stezenie mogg wplywac¢ na
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aktywnos$¢ innych typow (zaréwno synaptycznych jak i pozasynaptycznych) receptorow

GABAA.

4.1. Technika patch-clamp

Technika patch-clamp umozliwia pomiar pradow lub napigé¢ bezposrednio z
pojedynczych komorek nerwowych. Dzieki zastosowaniu cienkich pipet szklanych
(borokrzemianowych)  wypelionych  roztworem  elektrodowym.  Wytworzenie
wysokooporowego potaczenie pipety pomiarowej na powierzchni blony komorkowe;j
umozliwia rejestracje pradow mediowanych przez pojedyncze kanaty jonowe znajdujace
si¢ w tzw. Latce blonowej pod pipeta (konfiguracja cell-attached). Zerwanie fragmentu
btony komorkowej pod szklang pipeta poprzez puls ci$nienia, pozwala na kontakt
elektryczny z wnetrzem komorki nerwowej, a w konsekwencji rejestracje przez
eksperymentatora sygnatow elektrycznych przeptywajacych przez blone komorkowa calej
komorki (konfiguracja whole-cell). Istnieja jeszcze inne konfiguracje pomiarowe metody
patch-clamp, jednak ze wzgledu na fakt, ze do przeprowadzenia eksperymentéw ukazanych
W niniejszej rozprawie doktorskiej zastosowano konfiguracj¢ whole-cell, inne metody nie
zostaty opisane. Technika patch-clamp pozwala na pomiary elektrofizjologiczne w dwoch
trybach: current-clamp oraz voltage-clamp. W trybie current-clamp eksperymentator moze
kontrolowa¢ prad plynacy przez obwod i obserwacj¢ napigcia rejestrowanego przez
elektrode odniesienia. W ramach badan przedstawianych w niniejszej rozprawie, tryb ten
byt wykorzystywany do rejestracji tzw. firing pattern, czyli wzorow wytadowan komorek
nerwowych. Drugim trybem metody patch-clamp jest voltage-clamp, ktory umozliwia

ustalenie statego napigcia btony komodrkowej i obserwacje pradow.

4.2. Krotkotrwale podanie NMDA jako metoda indukcji plastyczno$ci transmisji

GABAergicznej

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej, wykorzystano model
plastycznosci synaps GABAergicznych, ktéry jest indukowany poprzez krétkotrwale
(3min) podanie agonisty receptora glutaminianu — NMDA (Marsden et al., 2007; Petrini et
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al., 2014; Chiu et al., 2018; Wiera et al., 2020). Receptor ten jest szczegolnie waznym dla
procesow plastycznych w modzgu, a endogennie stymulowany jest przez glutaminian,
gtowny pobudzajacy neuroprzekaznik osrodkowego uktadu nerwowego. Opisywany tu
model plastycznosci synaptycznej, jest przykladem modelu tzw. plastycznosci
heterosynaptycznej, w ktérej wapniowy sygnat inicjujacy rozpoczyna si¢ od aktywnosci
receptoréw glutaminianu typu NMDA w synapsie pobudzajacej, lecz finalnie obserwuje si¢
zmiany w synapsach hamujacych. Umiarkowana aktywacja receptorow NMDA wigze si¢
ze wzglednie niewielkim wzrostem wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw Ca?*, ktore
powoduje rekrutacje CaMKII do synaps hamujacych. Efektem tego procesu jest
fosforylacja gefiryny, w ktorej klastrach kotwicza receptory GABAAa. Dzigki zaleznej od
biatka GABARAP egzocytozie oraz inkorporacji receptorow GABAAa, obserwujemy
zwigkszenie potencjalu hamujgcego synapsy, ktory utrzymuje si¢ w czasie. Ostatnie
badania wskazuja rowniez na fakt, ze receptory GABAAa znajdujace si¢ poza synapsa,
migruja do synaps hamujagcych po indukcji iLTP. Jednoczes$nie, manipulujac
farmakologicznie stezeniem wspomnianych wyzej jondw Ca?*, mozna uzyskiwaé
eksperymentalnie zgota odmienne kierunki plastycznos$ci. Dtuzsze niz poprzednio podanie
NMDA powoduje zdecydowanie wigkszy naptyw jonow wapniowych do wnetrza komorki
postsynaptycznej. W tym przypadku dochodzi do aktywacji kalcyneuryny i rekrutacji jej
do synaps hamujacych. Kalcyneuryna posredniczy w defosforylacji seryny 327 na
podjednostce y2 synaptycznych receptorow GABAAa, co z kolei zwigksza boczng
ruchliwo$¢ tych receptorow, promujac ich wigksze rozproszenie. Ponadto, zalezna od
wapnia aktywacja biatka kalpainy, powoduje redukcje klastrow gefirynowych. W zwigzku
z tym obserwuje si¢ zmniejszong liczbg receptorow GABAA W synapsie, a w konsekwencji
obnizenie sity hamujacej synaps GABAergicznych. Zatem, zalezny od receptorow NMDA,
model plastycznos$ci jest skutecznie wykorzystywanym od niedawna sposobem badania
zalezno$ci sieciowych w mozgu (Marsden et al., 2007; Saliba et al., 2012; Petrini et al.,
2014).

Rownolegle do GABAergicznej transmisji synaptycznej, ekstrasynaptyczne
receptory GABAA biorg udziat w tzw. hamowaniu tonicznym. Istnieje jednak niewiele
naukowych poszlak, ktore skupiatyby si¢ na zbadaniu rezultatow indukcji plastycznosci

zaleznej od receptorow NMDA. Badania z ubiegtych lat wskazuja na zalezng od radyksyny
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migracje receptorow GABAa z podjednostkg a5 sSpoza synaps do przestrzeni
synaptycznych i ich kontrybucji w przewodzeniu fazowym. Dopiero w ramach badan
sktadajacych si¢ na niniejsza prace doktorska doktadniej poruszany jest watek wpltywu
indukcji plastycznosci GABAergicznej na prady toniczne w réznych typach komorek — w
komorkach piramidowych oraz trzech typach interneuronéw (Schulz et al., 2018; Brzdak et
al., 2023).

4.3. Analiza danych elektrofizjologicznych

4.3.1. Analiza wzorca wyladowan komorek nerwowych

Dzigki zastosowaniu bodzcow pradowych, w komodrkach pobudliwych, jakimi sa
komorki nerwowe, mozna wptywaé na warto$¢ potencjatu blonowego, a jezeli ten przekroczy
wartos¢ progowa, doprowadzi¢ do generacji potencjalow czynnosciowych. Serie
nastgpujacych po sobie potencjaléw czynnosciowych, ktoére generowane sg przez zadany w
trybie current-clamp bodziec pradowy, nazywamy wzorcami wytadowan komorek. Analiza
parametrow wzorcow wyladowan pozwolita nam na rozrdéznienie 1 klasyfikacje badanych
typow komorek nerwowych. Poprzez pipete rejestrujaca podawano seri¢ bodzcoéw hiper-
oraz depolaryzujacych (od -200 do + 300 pA, co 20 pA, kazdy przez 0.3 sekundy). Ponize;j

wymienione i opisane zostaty parametry uzyskane z analizy wzorcow wytadowan:

Potencjal spoczynkowy (V,,) — oznaczano jako potencjat btony przed zadaniem
bodzca pradowego

Stala czasowa blony (t) — wyznaczana za pomocg dopasowania funkcji
jednoeksponencjalnej do fazy narastania odpowiedzi pradowej w efekcie podania -25 pA
hiperpolaryzujacego bodzca pradowego

Prog generacji potencjalu czynnosciowego (AP,) — wyznaczony w czasie trwania
bodzca pradowego jako warto$¢ potencjatu blony komodrkowej, przy ktérym dV/dt = 20

mV/ms
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Amplituda potencjatlu czynnoSciowego (APgyp) — Wyznaczano jako roznicg
pomiedzy potencjalem progowym potencjatu czynnosciowego, a jego najwyzszym punktem

Czestotliwos$¢ generowania potencjalow czynnosciowych — wyznaczano jako liczbe
potencjatoéw czynnosciowych wywotanych przez bodziec pragdowy o czasie trwania 300ms
(podano w Hz)

Szeroko$¢ poldwkowa potencjalu czynnosciowego (APq,;) — wyznaczano jako
szeroko$¢ pierwszego wygenerowanego przez komorke potencjatu czynnosciowego w
polowie amplitudy analizowanego potencjatu czynno$ciowego

Amplituda hiperpolaryzacji nastepczej (AHP,p,) — Wyznaczano jako roznicg
potencjalu pomiedzy AP, a najmniej dodatnim potencjalem blonowym po pierwszym
wygenerowanym potencjatem czynno$ciowym

Sag — obliczony za pomoca wzoru [(1 - AVy/AV,ax) X 100%] z 0dpowiedzi na bodziec
-200 pA, gdzie AV, to roznica potencjalow pomiedzy potencjalem spoczynkowym, a
potencjatem blony, gdzie obserwujemy wyptaszczenie fazy narastania odpowiedzi pradowe;j,
a AV, 4, to rozZnica potencjatow pomigdzy potencjatlem spoczynkowym, a najmniej dodatnim
potencjalem blonowym obserwowanym w trakcie fazy narastania odpowiedzi pradowe;j

Pojemno$¢ blony — wyznaczano jako stosunek stalej czasowej blony i1 oporu

wejsciowego badanej komorki.
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Wzorce wyladowan

Komorka piramidowa Interneuron SST+
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Ryc. 1 Wzory wyladowan badanych typow komorek nerwowych w odpowiedzi na bodziec

pradowy. Na czerwono zaznaczono pierwszg odpowiedz komorki na gleboko hiperpolaryzujacy
bodziec -200 pA.
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Ryc. 2 Przebieg odpowiedzi blony komérkowej na hiperpolaryzujacy -25 pA impuls pradowy

w czasie 300 ms. Na rysunku kolorem czerwonym oznaczono przebieg odpowiedzi neuronu na
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impuls pragdowy, kolorem niebieskim zaznaczono potencjat btonowy (Vm), za$§ bragzowym

eksponencjalne dopasowanie pozwalajace obliczy¢ stalg czasowg T.
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Ryc. 3 Rycina przedstawiajaca metody analizy parametréw potencjalu czynnoSciowego

komorki nerwowej. Jako AP; przedstawiono warto$¢ progu generacji potencjatu czynnos$ciowego,
wyznaczonego jako warto$¢ potencjatu btony przy ktorym dV/dt =20 mV/ms. Amplitude (AF,p)
wyznaczono jako réznice potencjatu miedzy AP; a najwyzszym punktem danego potencjatu
czynno$ciowego. Szeroko$¢ potéwkowa potencjatu czynno$ciowego APy, ustalono jako
szeroko$¢ (w milisekundach) w potowie AP,,,,. Amplitude hiperpolaryzacji nastepczej (AHPypyp)

wyznaczono jako roznic¢ potencjalu pomiedzy AP, a najmniej dodatnim potencjatem btonowym

po pierwszym wygenerowanym potencjalem czynnosciowym.

4.3.2. Analiza ekstrasynaptycznych pradéw tonicznych

Po rejestracji wzorca wyladowan komorki, przeprowadzono pomiary
GABAergicznego pradu tonicznego w trybie voltage-clamp, przy ustalonym napigciu -70
mV. Eksperyment rozpoczynano od podania tetrodotoksyny (TTX, bloker zaleznych od

26



napigcia kanatow sodowych, 1 uM) oraz DNQX (6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione, 20 uM,
antagonista receptorow AMPA i receptoréw kainianowych). Po podaniu wspomnianych
substancji odczekiwano okoto 8 minut do momentu, w ktérym nie obserwowano obecnosci
potencjatow czynnosciowych. Nastepnym krokiem byla indukcja plastycznosci transmisji
GABAergicznej w grupach eksperymentalnych. Indukcji tej dokonywano poprzez
krotkotrwate (3min) podanie agonisty receptora glutaminianu (NMDA, 20 uM) do komory
zanurzeniowej, w ktorej umieszczony byt skrawek mozgowy. W tych grupach odczekiwano
22 minuty przed kolejnymi krokami ze wzgledu na czas potrzebny na wystapienie zmian
plastycznych. W celu wzmocnienia pradow tonicznych gaboxadol (1 uM) lub etomidat (5
uM) byly podawane do roztworu aCSF, w ktorym umieszczony byt skrawek. Po kilku
minutach od zaprzestania wzrostu pragdow toniczych podawano pikrotoksyne (100 uM) aby
zablokowa¢ wszystkie receptory GABAA. Podanie pikrotoksyny pozwala obliczy¢ amplitude
rejestrowanego przed i1 po podaniu gaboxadolu/etomidatu. Dodatkowo, uwzgledniono
zréznicowanie pomiedzy pojemnoscia komodrek w poszczegdlnych grupach komorek
nerwowych. Zréznicowanie to moze mie¢ wpltyw na liczbe receptorow zaangazowanych w
mediowanie pradéw tonicznych, a co za tym idzie wplyw na rejestrowany przez
eksperymentatora prad toniczny. Aby zminimalizowa¢ wynikajaca z tego faktu zmiennos¢,
rejestrowany prad toniczny zostat znormalizowany do pojemnosci blony komorkowej, ktéry
byl kazdorazowy obliczany dla kazdej z komorek na podstawie stalej czasowej blony oraz

oporu wejscia.
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Ryc. 4 Rycina przedstawiajaca przykladowy pomiar pradu tonicznego. Podczas
pomiaréw stosowano TTX oraz DNQX. Linie nad przebiegiem wskazuja na zastosowanie
konkretnych zwigzkéw farmakologicznych. Podanie etomidatu lub gaxadolu powoduje
zwickszenie aktywno$ci  ekstrasynaptycznych receptorow GABAA  mediujacych
GABAergiczny prad toniczny. Podanie pikrotoksyny powoduje zablokowanie aktywnos$ci
receptorow GABAA. Taki uktad eksperymentalny pozwala wyznaczy¢ amplitude pradu
tonicznego jako stosunku zmiany linii bazowej przed i po podaniu pikrotoksyny.

Dodatkowo, aby oceni¢ udzial receptorow GABAA zawierajacych podjednostke a5 w
catkowitym GABAergicznym pradzie tonicznym, po podaniu etomidatu dodatkowo
stosowaliSmy L-655,708 przed podaniem pikrotoksyny. Proporcja pradu mediowanego przez
receptory aSGABAA zostata obliczona dla kazdej komorki zgodnie ze wzorem Al L-
655,708/(Al L-655,708 + Al PTX) gdzie Al L-655,708 and Al PTX zostaly oznaczone jako
zmiany linii bazowej (rozumiane jako zmniejszenie pradéw tonicznych) po potraktowaniu
skrawkow moézgowych tymi zwigzkami. Aby zapewni¢ specyficzno$¢ dziatania na

aSGABAA, zastosowano niskie, 20 nM stezenie L-655,708, poniewaz jego wyzsze stezenia
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moga wplywacé na aktywnos$¢ innych synaptycznych oraz pozasynaptycznych receptorow

GABAA.

+ Pikrotoksyna
+ L-655,708

DNQX, + Etomidat
TIX

_‘m‘u’.\d\‘l L L

Prad toniczny po

zablokowaniu czgsci Pryd
receptorow o5-GABA 4 toniczny
\ 40 pA
60 s

Ryc. 5 Rycina przedstawiajaca pomiar pradu tonicznego wzmocnionego podaniem
etomidatu z zastosowaniem L-655,708. Podczas pomiarow stosowano TTX oraz DNQX.
Linie nad przebiegiem wskazuja na zastosowanie konkretnych zwigzkow
farmakologicznych.  Podanie = etomidatu  powoduje  zwigkszenie  aktywnosci
ekstrasynaptycznych receptorow GABAA z podjednostkami 2 i B3. Po ustabilizowaniu si¢
linii bazowej, podawano L-655,708, ktory w stezeniu 20 nM blokuje specyficznie czesé
receptoréw GABAA z podjednostka a5. Nastepnie, podawano pikrotoksyng¢ aby zablokowac
catkowicie aktywno$¢ receptorow GABAA. Taki uktad eksperymentalny pozwala wytuskac
potencjalne zmiany w udziale poszczegolnych typow receptora GABAA w mediowanym

przez nie pradzie tonicznym.

5. Analiza statystyczna

Badania zaprezentowane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byty
zaplanowane w taki sposob, aby wygenerowac grupy eksperymentalne rownej wielkos$ci.

W kazdej badanej grupie znajdowaty si¢ pomiary ze skrawkéw moézgowych zarowno
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samic, jak 1 samcow. Wielko$¢ grupy (n) dla kazdej z grup zostala zaplanowana w taki
sposob, aby spelnione zostalo kryterium mocy analizy statystycznej (f > 0,8). Do analizy
danych wykorzystano program SigmaPlot (Systat Software). Dane na wykresach
przedstawiono jako $redniag + SEM. Zestawy danych przeszty analize¢ normalnosci
rozktadow (test Kolmogorova-Smirnova) oraz rownosci wariancji (test mediany Levene’a).
Poréwnania miedzy grupami przeprowadzono za pomocg niesparowanego oraz
sparowanego test t-Studenta. Roéznice uznano za istotne Statystycznie, gdy uzyskano

wartos¢ p < 0.05.
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Induction of Inhibitory Synaptic Plasticity Enhances Tonic Current by
Increasing the Content of «5-Subunit Containing GABA, Receptors in
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Abstract—It is known that besides synaptic inhibition, there is a persistent component of inhibitory drive medi-
ated by tonic currents which is believed to mediate majority of the total inhibitory charge in hippocampal neurons.
Tonic currents, depending on cell types, can be mediated by a variety of GABA, receptor (GABAR) subtypes but
in pyramidal neurons, x5-subunit containing receptors were found to be predeminant. Importantly, x5-GABAsRs
were implicated in both inhibitory and excitatory synaptic plasticity as well as in a variety of cognitive tasks. In the
present study, we asked whether the protocol that evokes NMDAR-dependent GABAergic inhibitory long-term
potentiation (iLTP) also induces the plasticity of tonic inhibition in hippocampal pyramidal neurons. Our
whole-cell patch-clamp recordings revealed that the induction of this type of iLTP is associated with a marked
increase in tonic current. By using the specific inverse agonist of a5containing GABARs (L-655,709) we provide
evidence that this plastic change in tonic current is correlated with an increased proportion of this type of GABA .-
Rs. On the confrary, the iLTP induction did not affect the tonic current potentiated by THIP, indicating that the
pool of & subunit-containing GABALRs receptors remains unaffected. We conclude that the =5GABA.Rs-
dependent plasticity of tonic inhibition is a novel dimension of the neuroplasticity of the inhibitory drive in the
hippocampal principal neurons. Overall, s5-containing GABAsRs emerge as key players in a variety of plasticity
mechanisms operating over a large span of ime and spatial scales. © 2021 1BRO. Published by Elsevier Ltd. All ights
reserved

Heywords: GABA, ILTP, extrasynaptic receptors, tonie inhibition, hippocampus.

INTRODUCTION the neurona exdlability. Indeed, tonic GABAemic inhibi-
tion shows call-type spedifiaty, depending on subunit slo-
ichiomelry of expressed GABA.Rs which delermines
agonist affinity, kinetics and susceptibility to phamaco-
logical modulation. Extrasynaptic GABAsRSs in different
neumonal types may contain varous combinations of =4,
x5, =6 and & subunits (Wisden et al., 2002; Chandra
et al, 2006, Camiscos et al, 2004; Serwanski et al |
2008, Farmant and MNusser, 2005). Although a5
containing receplors reprasent <5% of the GABA,Rs
population in the mammalian brain, in the pyramidal neu-
rons of hippocampal CA3/CAT regions, tonic conductance
is mediated pdmarily by this receptor type while &
conlaining GABARs contdbule 1o a lesser extent
(Caraiscos el al, 2004). In addiion, Morlensen and

It has been recognized thal besides transient and wall
localized synaplic inhibiion, there is a persistent
component of inhibitory drive, called tonic inhibition (T1),
mediated by GABA, receptors located outside the
synapses (Farant and Musser, 2005, Glykys and Mody,
2007a, 2007h). Ambient GABA is present in extraceliular
fluids at low concentrations (Lerma et al, 1286) and act-
vales high-affinity extmsynaplic GABAsRs which,
dependng on cell type, could include vadous proporions
of x5- and &-subunil containing receplors (Scimermi et al.,
2006, Prenosil et al., 2008:; for review see Brckley and
Mody, 2012) redudng the inpul resistance and thereby

" Corresponding author. Addess: Department of Biophysics, Woclaw Smart (2006) suggested the involvement of =ff receplors
e o, P in tonic inhibition in GA3/CA1 pyramidal cells.

M. Wyrodiak)., JE e An increasing body of evidence suggests that T1 and,
Abbreabors. o5-GABA,Rs, oS-sulunil containing y-Aminobutyde in particular, extmasynaplic =5-containing GABA,Rs may
acd type A receplor; aCSF, Anifdal cerelrospingl Tuid; CA1, Comu play a role in learning and memory famaltion depeanding

Ammonis 1; Cm, Membrane Capacitance, GABASR, wAminobulysc : Yy . O .
adid type A receplor, iLTP, inhiblory long-lerm polentiation; mIPSCs, an 1'!1_9 P'me”‘g_ [w‘.'"f-" ‘_‘"l al., _‘_4"'”' L‘_” “:l .d.':
Minialure nhitilosy postsynaplc curfents;, MMDA, N-Meathyl-o-86panic 2016, Cushman et al., 2014, Whissell et al, 2013,
acd, NMDAR, N-Mefyl-oasparic acd receplor, PTX, Pomtoxing Méhler and Rudolph, 2017). It has been dermonsirmated
TEBS, Thela burst stimulation; T1, Tanic inhibition.

hillps: fdalongf 10101 §} neuroscience. 202 1050240
00825220 2021 IBRO. Published by Elseviar Lid. Al rights resersed.
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that upregulation of x=5-GABA,Rs by general anesthetics
impairs memory while their inhibition improves it (Zurek
et al, 2012, 2014, Saab et a., 2010, Xu and Wong,
2018). Moreover, a5-GABARs knockoul mice exhibited
improved spalial learning and altered GAB Aergic sy naplic
transmission (Collinson et al, 2002). Hippocampal x5-
GABAsRs ame also involved in the modulation of extine-
tion and associative learning (Crestani et al., 2002, Yee
et al., 2004). In addition, spedific =5GABA,R inhibitors
wane also found to be andogenic (Mavamo el al., 2002;
Behlke et al., 2016). However, a5-containing GABA,Rs
are present both extrasynaptically and postsynaptically
and their distdbulions amaong these lkcalizations may alter
upon plastic changes. It is thus difficult to attdbute their
cognifive impact spadfically to the modulation of synaptic
transmission or of tonic inhibition.

It is widely accepted thal the formation of memory
traces, at least at the eady slages, involves synaptic
plasticity phenomena. For long time, research into the
mechanisms of plasticity was focused on exdtatory
synapses. However, in the past decade or so, it has
been mecognized thal inhibitory synapses undemo
actvity—dependent longderm plastic changes (Field
et al., 2020, Yap et al., 20, Shi et al, 2020, Wiera
et al., 2021). A well-documented example of GABAemic
plasticity is NMDAR-dependent inhibitory long-term
potentiation, described in the hppocampus (Marsden
et al., 2007) and censbral cortex (Chiu et al., 2018). This
form of ILTP is induced heterosy naptically through moder-
ate NMDAR aclivation (Marsden el al, 2010) and is
exprassad postsynaplically (Petdni et al, 2014). Much
less, howewer, is known about the plasticty of tonic
GABAemic inhibition. The fact that, as mentioned above,
Tl might be invalved in cognitive funclions rises the pos-
sibility that its padicipation in memory formation (or
impairment) coud be related to the plasticty of Ti. Our
group has found, for instance, that GABAemgic tonic cur-
rents in the bamel cortex can be allered upon learning
(Urban-Ciecko and Mozrzymas, 2011; Lebida and
Maozrzymas, 2017). Mormeover, recent studies have shown
that «5-GABA,Rs, known 1o shape tonic inhibition in hip-
pocampal pyramidal neurons, are involved in regulating
glutamatemic plasticity by suppressing cumulative LTP
induced by TBS (Davenport et al, 2020). Taking into
account these premises, we asked whether the protocol
that evokes NMDAR-dependenl GABAsrgic iLTP also
induces the plasticity of tonic inhibition in hippocampal
pyramidal neurons. We repod that induction of synaptic
iLTP is assodated with a marked increase in tonic cur-
rent. Moreover, this plastic change in Tl is cormelated with
an increased proportion of x5-GABA ,Rs while the pool of
d-subunit-containing receptors is not affected We con-
clude that the plasticity of tonic inhibition is a novel dimen-
sion of the neunplasticity of the inhibilory drive in the

hippocampal principal neumns.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Arnimals were mated in the animal faclity of the Wroclaw
Medical University and pragnant females were isolated
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and alowed lo deliver namally and heused on a natural
lightjdark cycle (12 h12 h) with food and water
ad libitum. Experiments were perfomed on 18-25 day
old C5TBLE wildtype mice of either sex. The tola
number of animals used in this study was 38. All of the
axperiments were conducled in accordance with the
guidelines of the Eumpean Commounities Counal
Direclive (B6/608/ EEC) of 24 MNovember 1886 and
approved by te Local Biosthical Commillee for
Experiments on Laboralory Animals. Al efforls were
made 1o minimize the number of animals used and their
sufferng.

Drugs

We used the following drugs: Tetrodotoxin (TTX; sodium
channel selective blocker), B, T-Dinitrogquinaxaline-2 3-
dione (ONOX; selective blocker of non-NMDA glutamate
receplors), and Gaboxadol (THIP: superagonist for
exirasynaplic f-subunit-containing GABA,RS),
Etomidate (p2/3 subunits-containing GABA, meceptors
function enhancer), L-655,T08 |seleclive inverse agonist
for =S-subunit-containing GABA,Rs) and Picrotoxin
(PTX, nonspedfic GABALR antagonist), M-Methylo-
aspartic acid (NMDA; Selective NMDA agonist). All of
the drugs listed above were purchased from Tocrds
Bioscence (UK).

Brain slices preparation

Mice were anesthetired using isoflurane inhalation and
then sacrficed by decapitaton. The brains were placed
in a cold adificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing
(in mM) NaCl 118, KCI 2.5, MaHzP0Os 1, NaHCOz 26.3,
MgS0, 1.3, Call; 2.5, and glucose 11, pH 7.4 bubbled
with carbogen (85 % O, + 5 % CO;). Hippocampal
brain slices (350 pm thick) were cut with a vibratome
(Leica VT12008, Gemany) and fransfered to a
recovery chamber contaning aCSF. The solution (at
room lemperature) was gassed with carbogen for at
least 1 h bafore electrophy siological experiments.

Electrophysiological recordings and data analysis

Shices were transferned to a recording chamber filled with
aCSF continuously bubbled with carbogen, at a relatively
high flow rale of 2.0-30 mimin, which was found
favorable for long cell wiability dudng recordings.
Hippocampal CA1 pyramidal cells were identified
visually under a water immersion objective (40x) with
infrared differential interference contrast. Pyramidal cells
weare distinguished from interneurons in the statum
pyramidale based on the characteristics of firing
paltems (sag occumence, regular accommodating train
of action potentials at frequendcies below 30 Hz) and the
presence of a prominent, thick proximal apical dendrite.
Whole-cell patch-clamp  recordings were performed
using borosilicate patch pipettes (2.5-4.5 MOhm) filled
with an intracellular  solution containing (n  mh)
polassium gluconate 10, KCI 125, EGTA 1 mM, HEPES
10, MgATP 4, sucrose 5, pH 7.25, 205 MOsm (Marsden
et al | 2007). Currents wene digitized at 20 kHz and filterad
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at 6 kHz using aMulti-Clamp T00B amplifier and Axon
Digidata 1550 (Malecular Devices).

The value of tonic current density was calculated with
reference lo the signal recorded durdng PTX (100 pM)
administration, nomalized to whalecell membrane
capacitance (Cm). Membrane cell capadclance was
determined as a ratio of the membrane lime constant
and the input resistance. The membrane time constant
was eslimated from the exponential fit to the time
course of the membrane voltage (current-clamp mode)
in response to small (—25 pA) hypemolariang cumeant
injection (Urban-Ciecko et al, 2010, Lebida and
Maozrzymas, 2017).

In control experiments, elomidale (5 pM) or THIP was
usad (1 pM) to enhance tonic cumants . Besides controls,
we have considered a group of cells in which iLTF was
induced by lreating the sbce for 3 min with 20 pM
NMDA (so-called iLTP group). In a sedes of
expariments, we have addiionally used L-B665708
(20 nM) before the application of PTX in order to
evauate the contribution of «5GABA, meceptors
(Fig. 2A).

Statistical analysis

Data analyses were pedformed using SigmaPlot (Systat
Software) and a fixed-eflect stalistical model. The
elactmphysidogcal  dala am  expressad as
mean + SEM. The compared datasets passed tests for
normal  distdbutions  (Kolmogorow-Smimov  test) and
equal vadances (Levene Median test). Compadsons
wane performed using Student's lest (paired or

A
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unpaired). Differences were considered stalistically
significant when values of p < 0.05 were obtained.

RESULTS

iLTP induction enhances tonic inhibition in
hippocampal pyramidal cells

We sought 1o investigate whether the induction of iLTP
affects lonic cuments in CA1 pyramidal cells. To this
end, we have considered btwo groups ol recordings:
controls and from neurons in NMDA-trealed shices
(3 min, iLTP induction). To assune that NMDA treatment
indeed induced iLTP, after this induction prolocol, a
15 min recording of synaplic currents was performed lo
collect a sufficent number of mIPSCs for analysis. As
expected, treatment  with NMDA  mesulted  in
enhancement of mIPSC ampltude by an average of 15.
B12 + 4650%; p = 0026, n = 5 (not shown),
confimming that in this sedes of expedmenls iLTP
induction was successful. Since the tonic currents in
hippocampal pyramidal neurons are relatvely small
(Caraiscos el al., 2004; Glykys et al., 2008; Zarnowska
el al., 2015), in our experiments they wene enhanced by
etomidate (5 pM) bath in the contol and NMDA-treatad
groups of cells (Fig. 1A). As expected, etomidate signifi-
cantly increased tonic current density measured in the
contral group (Baseline: 0062 + 0.020 pAJpF; Elomi-
date: 0.212 £ 0028 pA/pF, t; = —4.33; p = 0.05
Fig. 1A, B) and after iLTP induction (Baseline: 0.107 = 0.
033 pAJpF; Etomidate: 0.311 =+ 0.281 pAJpF, ts = —5.63;
p < 0.01; Fig. 1A, B).
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Fig. 1. iLTP induction in CA1 pyramidal cells enhances tone: curent. (A) Representtive cument tiaces in the controd (upper) and LT (lower)
groups. Insels indicate he applcaton of aCSF with DNGX and TTX, elamidale (5 uM) and picroloxin (PTX; 100 pM). LTP was induced by he
apphcation of 20 WM NMDA for 3 min. The hisiegrams in the fight represent current dis ribubons . (B) Statstics for tonic current density nommakized to
membrane capacitance (pADF) for baselne and elomidate (ETMD) testment in ®e contiel and iLTP groups. Currents were measured with
refemnce ko the signal upen pecroloxn adminis Faton, StBsbos within he control and ILTF groups (comparison between baseline and ETMD) were
snalymed using Be paired et whesas cumenls measured in he presence of ETMD in he contrel v ILTP groups were compared wilh the
ungpaired fHest. *p < 0.05, "p < 0.01. Center ine represents he median and drdes in B mpresent values collecisd in recomiings fram separale

cell.
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separate calls.

Interestingly, we found that the average GABAsmic
tonic current densily was significantly lamer in the iLTP
group (Contmal: 0212 + 0.028 pAJpF: iLTP: 0.311 £ 0.
028 pAJpF; t; = —246; p < 0.05; Fig. 1B). Altogether,
this data provided the first evidence thatl iLTP induction
markedly enhances tonic inhibiion in CA1 pyramidal
calls.

iLTP-related enhancement of tonic current is due to
increased content of x5-GABAsRSs

As mentioned in the Intoduction, «5-GABALRS were
shown lo be major players in mediating tonic cuments in

0.50 =

0.0 -

he proportion of L-655 T8-sensilive ionic curment medialed by
a5-GABALRS. (A) Representative curment iraces in the control (upper) and ILTF (lower) groups. Insets
indicale the application of aCSF with DNOX and TTX, elbmidale (5 uM), L-655708 (20 nM) and
picroboxdn (PTX 100 pM). The hilograms in the fight represent current distribuions. [B) Statstics for
tonic curenl density nommalized o meambrane capadtance (pARF) for cumenls enhanced by
elodridaie (ETMD) and hose treated with L-655 708 in he cminol and ILTP groups. Currents were
measured wilh reference io he signal upon picroloxdn adminstration. Comparisons wems matde with
the paised Hlesl Note markedly kanger cunment reduction by L-655, T08 in e ILTP goup. (C) Statstics
of the mean percentage of L-655 T08-sensitive component (medated by «5GABAJRS) n e control
and iLTP groups. For this com panison, the ungaired Hesl was used. ™p = 0,01, "™ p = 0001, Center
ne represents the median and drcles in B and C represent vales oollected in recondings from
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CA1 pyramidal cells, although o a
smalier axtent. We thus decded
to use a spedfic inverse agonist
for «5-GABA.Rs, L655708 to
check to what extent iLTP
induction affects the content of
wH-GABAs mcaptors. To ensure
the spedficty of action on a5-
GaABA,Rs, 20 nM of L-B855708
. was used, which is expected to
potently block this recepior being
slill seleclive for this sublype.
Higher concentrations of this
compound  might affect other
synaplic or extrasynaptic
GABA,Rs (Atack et al, 2006
Vamas-Caballero et al., 2010). In
the control and ILTP groups, tonic
cuments were enhanced by etomi-
date (5 pM) and then L-655 708
was used, revealing cuments medi-
ated by x5-GABAsRS. Afterward,
100 pM PTX was adminislered
completing the block of GABAsmic
cuments (Fig. 2A, see also the
Experdmental Procadures section).

As shown in Fig. 2B in both the
control  and iLTP groups, L-
655,708 deady reduced the tonic
cumant (Control: 0.453 + 0.032
pApF, L-655708 treatment: 0.34
1 + 0028 pAfpF; 1, = 27.8T7,
p = 0.001; iLTP group: 0.753 £+ 0.
140 pA/pF, L-655, 708 treatment: 0.
478 = 0.091 pAjpF, Lt = 548
p < 0.01). However, the mean
percentage al L-655, TOB-sensitive  componeant
(calcuated  for  each cell as Al gsszaaliAl
assros + Alprd), Where Al ees e and Alery are cument
reductions following the administration of L-655 708 and
PTX, respectively) was significantly larger in the iLTP
group (Control: 0.251 = 0.013; iLTP group: 0.367 + 0.
015; ta -590; p < 0.001; Fig. 2C). Thus, in
summary, this set of data prowvides evidence that the
observed increase in the tonic cument following the
application of iLTP induction is comeated with an
increased content of =5-GABA,Rs with respact to the
control group.

Control  ILTP
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iLTP induction does not affect 5-GABA.Rs of tonic
currents

As already mentioned, the tonic current measured here
fram pyramidal neurons was enhanced by etomidate
which shows poor seleclivity for GABA,R sublypes and,
even if -GABALRS are expected not lo be predominant,
we have checked the contribution of these receplors to
measured tonic cument in the control and iLTP groups.
For this purpose we have used THIP (1 pM), a
superagonist of &-GABA,Rs (Fig. 3A). As shown in
Fig. 3B, the application of THIP significantly increased
the density of tonic cument in the control group
(Baseline: 0.087 + 0.025 pAjpF, tHIP: 0169 + 0.023
pApF; ts = —3.39; p = 005 Fig. 1B) and after iLTP
induction (Baseline: 0.076 £ 0011 pAJpF, HIF: 0.166
+ 0.017 pA/pF; s = —5,25; p < 0.01; Fig. 38).

Notably, the density of cuments with the componant
mediated by &-GABA,Rs enhanced by THIP were not
affected by the induction of longterm polentialion at
inhibilory synapses (Control group: 0.182 + 0.019 pA/
pF, iLTP gmoup: 0.148 + 0024 pAfpF; s = 0.10;
p = 0.05; Fig. 3B). These results thus indicate that the
content of 5-GABARs is unaffected by iLTP induction,
contrary to the component of tonic curent medated by
#5-GABA,Rs.

DISCUSSION
The most imparant finding of the present study is that the
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enhancement of mIPSC, a marked increase in the tonic
current in CA1 pyramidal neurons. Furthermore, we
demanstrale thal this upregulation of tonic conductance
is assodated with increased content of aS-containing
GABAsRs whereas the proporion of receplors with &
subunit is unaffected. This is, to our knowledge, the first
daemonstration that the protocol widely used in the
induction of inhibibry synaplic plasticty is also
enhandgng, in parallel, the tonic GABAemgic dive in the
same pyramidal neuron. Impodantly, tonic inhibition
mediates as much as approximataly 75% of the total
inhibitory charge in hippocampal neurons (Mody and
Pearce, 2004). Thus, the novel plastcty of the lonic dive
descrbad in this study is likely 1o have a marked requla-
tory impact on GABAergic inhibiion of princpal neurons.

Because of the relatively inlense superdusion of shces
with aCSF in our recordings (Experdmental Procedures),
which is expected to markedly washout ambiant GABA
(Glykys and Mody, 2007a, 2007b; 2013), we have
enhanced lonic cumrents with etomidate or THIP as alsa
practiced by other investigators (e.g. Cheng et al., 2006
Martin et al., 2008, Zarnowska et al., 2015, Rodgers
et al., 2015). This procedure enabled us to reliably discern
sublle changes in tonic current densities betwsen contral
and iLTP groups (Figs. 1-3).

It is generally accepted that in hippocampal pyramidal
neurans, most of tonic cument is mediated by =5-
containing GABA.Rs (e.q. Glykys et al Z008) but in
our experiments, the current sensitive to L4655, 708 con-
tributed to it to a smaller proporfon (Fig. 2C). We see
two possible reasons for this undemstimation of the tonic
current component mediated by these receptors in our

inducion of helerosynaplic LTP by transient
administration of NMDA  causes, besdes the
atiEF,
DHAY, TTX + THIP $PTX
P — —
aCSF, MBADNA 5 rin
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Fig. 3. ILTF inducton does nol affect ionic cuments medialed by 5-GABAJRS. (A) Representative curment iraces in the control (upper) and LTF
{loweer) groups. Insels indicale the apgicaton of sCSF wilh DNGX and TTX, THIP (1 M) and picolosin (PTX; 100 uM). The histograms in the right

represent current distributions. (B) Statistics for lonic current density normalized Lo membrane

and THIP treatment

(PAJpF) for basek

in the contrd and ILTIP groups. Curents were measured with reference 1o Ne signd upon picraloxn adminisirabon. Stlisbes wilhin he control and
ILTP gmups [eompariaon betwesn baseling and THIP) were analysed using (he paired Heal whereas eurents measued in the presence of THIP in
the control vs ILTP groups wene compared with the unpaired Hest. Mol hat ILTP does not aflect e curment measwred inihe presence of THIP.
"o < 005, ™p < 0.01, ns nonsigrificant. Center ine repmsents he medan and cirdes in B represent values calecied in recordings fom separae

cells.
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axperimants. First, we have used a concentration of L-
655,708 (20 nM) which is not fully saturating because at
higher doses (e.g. >50-100 nM) the selectivity of this
compound for this receptor type becomes questionable
(Quirk et al., 1996; Atack & al., 2006, Vamgas-Caballero
et al., 2010). Second, it cannol be excluded that the effec-
tive concentration of this compound within a slice, amund
neurmns fraom which recordings wene made, was smaller
than 20 nM due to imited perusion through the slice lis-
sue. Inthe case of the latter scenada, howewver, the actual
proportion of conductance mediated by xS5-containing
GABA,Rs would be larger and, most importantly, the
increase in the proportion of these receptors after iLTP
inducton would be higher than that estimated in experi-
ments presented in Fig. 2.

It is padicularly interesting that the plastic componeant
of the lonic cument observed in our experiments is
selectively mediated by aS-containing GABAuRs.
Indeed, curents related to GABA,Rs comprsing the &
subunit were cleady present bul remained insensitive to
the iLTP induction (Fig. 3). As already mentioned, the
involvement of GABAsRs with =5 subunits was
implicated in a number of plasticity phenomena and
behavioral tasks. These meceplors are known to
concentrate extrasynaptically by means of radixin-
mediated anchorage at the cytoskeleton (Loebrch et al |
2008). It has been demonstrated thal lateral mability of
45-GABAsRs depands on the phosphorylation state of
radixn, thereby regulating the transfer of these recaptors
inky synapses where they bind to gephyrin molecules, and
get involved in phasic inhibition (Vargas-Caballero et al
2010; Zarnowska et al, 2008, Schulz et al., 2018). A
recent study by Schuz et al. (2018) suggests a relevant
functional connection between «5-GABA,Rs and
NMDARs on the dendrtes of hippocampal pyramidal
cells. These resulls indicale thal «5-GABA,Rs mediate
the contral of NMDARSs activation, naonlinear dendritic inte-
gration and firing, themaby addiionally emphasizing the
role of a5-GABA,RS in NMDAR-dependent synaplic plas-
licity (Schulz et al, 2018). In an eeganl study, Hausral
et al. (2015) have demonstrated that this extrasynaptic
pool of x5containing GABA,Rs is indeed regulated by
radivin phosphorylation and that their transfer to synaptic
densifes undedies potent plastic changes at inhibitory
synapses. Moreover, they have shown that Adixin knock-
out affected shor-term memory and reversal learning
while phosphorylation of this protein in wild-type mice
caused expedence-dependent changes when the animal
was exposed to novel environments. However, in experi-
ments by Hausrat et al. (2015), manipuations of radixin
phasphorylation did not affect toric cumrent. A likely expla-
nation for this observation is that lonic current, measuned
in the whole-cell mode, in the absence or presence of
exogenously appled 100nM GABA, remained insensitive
to the transfer of sS-containing GABA.Rs from the
axfrasynaptic reservoir to the synapses, as the overall
content of these receplors within the membrane might
remain unaffected. It cannot be also excluded, however,
that GABA concentration of 100 nM was too small to gen-
erate a sufficently lamge signal to discem subtle differ-
ences in lonic currents (see abowe the problem of
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possible washout of ambient GABA, Glvkys and Mody,
2007a, 2007k, Bright and Smart, 2013). The clear upreg-
ulation of tonic current due to increased content of =5
containing GABA,RS revealed in our expedments demaon-
strates that, in contrast 1o observations by Hausrat el al.
(2015), our iLTP induction protocol resulls in an enrich-
mentof plasma membrane receptor population maost likely
due 10 exo- and endocylic exchange of vesicular recep-
tors. Interestingly, the plasticity mechanism related to
the translocation of aS-containing GABAsRs from
extrasynaplic areas 1o synaplic densities is not imited to
inhibitory synapses. In a recent study, Davenport et al.
(2020) reported that the induction of exdtalory LTP relo-
cales GABA,Rs with x5 subunit to the glulamatengic
synapse thus interupling the positive feedback in
strengthening this synapse, enabling to preserve mamaory
storage. Consistent with previous studies, Davenporl
el al (2020) also repoted that the blockade of =5-
containing GABA,Rs with highly specific and efficient
photosensilive tools enhanced reversal learning. Thus,
available evidence clearly indicates that the transfer of
GABA,Rs with =5 subunit from extasynaplic zones 1o
the synapses is a major player in regulating the synaptic
plasticity of both inhibitory and excitatory transmission.
Owur results extend this view by revealing that these recep-
tors addiionally constitute a plastic component of the
lonic cument in pyramidal neurons which can be activated
by stimuli known to aflect inhibitory synaptic plasticity.
Thus, a picture emerges that GABA,Rs with «5 subunit
may operale as a “universal” player, able to shape three
distinct aspects of neuronal plasticity: plastic changes at
inhibitory and exctatory synapses and regulation of tonic
conductance which are commanly perceived as separate
phenomena.

While the present study provides evidence for a novel
form of imhibitory tonic cument plasticity, the major
unresohved question is the involvement of this specific
paradigm of plastic changes in cognitive processes.
Interestingly, Wang et al. (201 .2) observed increased tonic
currents medialed by =S-conlaning GABAsRs upon
inflammation and comalated this observation with mamaory
deficits. However, the question whether or not this patho-
logical state affected memory and learning dependent on
synaptic plasticity related to this receptor was not systam-
atically addressed. Generally, although there is a growing
consensus that manipulations (genetic or pharmacologi-
cal) of x5-containing GABA,Rs, especially in the hip-
pocampus, affect memory and learning (e.g. Colinson
et al., 2002; Saab et al., 2010; Zurek et al., 2012, 2014,
Mahler and Rudolph, 2007) it is difficult to dissect the
spacific impacts of synaptic and tonic components of
plasticity on obsensed cogritive phenotypes. [1is notewor-
thy that in the aforementioned study by Hausrat e al.
(2015), the observed cognitive impact of radixn-
dependent tmnslocation of x5-GABA.Rs was pamarily
attributed 1o synaptic plasticity as, in this model, no
change in lonic currents was observed. This observation
emphasizes the importance of GABAemic synaplic plas-
licity but, cleardy, does not exclude the involvement of
plastic changes of tonic ddwe in leaming and memory.
Varification to what extent this type of tonic cumrent plas-
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licaty is involved in cognition would require experimental
design enabling to manipulate spedfically the extrasynap-
tic pool of xS-containing GABARs, which might be
mathadologically challenging.

In conclusion, we provide evidence that the induction
of GABAergic plasticly is associated with plastic
changes leading to up-regulation of tonic inhibiion in
hippocampal pyramidal neurons. This plaslicly is
specifically assodated with an increased presence of
ab-conlaining GABALRs in the plasma membrmne,
which ememe as a key player in a vadely of plasticity
mechanisms conceming both inhibitory and exditatory
drives.
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GABA, receptors present in extrasynaptic areas mediate tonic inhibition in
hippocampal neurons regulating the performance of neural networks. In this
study, we investigated the effect of NMDA-induced plasticity on tonic inhibition in
somatostatin- and panalbumin-containing interneurons. Using pharmacological
methods and transgenic mice [35T-Cre/PV-Cre x Aild), we induced the
plasticity of GABAergic transmission in somatostatin- and parvalbumin-containing
intermeurcns by a brief (3 min} application of NMDA. In the whole-cell patch-clamp
configuration, we measured tonic curremts enhanced by specific agonists
[etomidate or gaboxadol). Furthermore, in both the control and NMDA-treated
groups, we examined to what extent these changes depend on the regulation of
distinct subtypes of GABAg receptors. Tonic conductance in the somatostatin-
containing (55T+) intemeurons is enhanced after NMDA application, and the
observed effect s associated with an increased content of aS-containing
GABAxRs. Both fast-spiking and non-fast-spiking parvalbumin-positive (PV+)
cells showed a reduction of tonic inhibition after plasticity induction. This
effect was accompanied in both PV+ intermeurcn types by a strongly reduced
proportion of b-subunit-containing GABARs and a relatively small increase
in currents mediated by e5-containing GABAuRs. Both somatostatin- and
panvalbumin-containing intemeurons show cell type-dependent and opposite
sign plasticity of tonic inhibition. The underying mechanisms depend on the
cell-specific balance of plastic changes in the contents of a5 and & subunit-
containing GABA, Rs.

FEVEORDS

GABA, tonic inhibition, hippocampus, interneurons, plasticity, extrasynaptic receptors

Highlights

NMDA induces plastic changes of tonic inhibition in hippocampal interneurons
Tonic current plasticities in 85T+ and PV+ intemeurons show opposite directions
o5~ and f-GARA, R contents were altered upon plasticity induction
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1. Introduction

GABAergic inhibition consists of two major components: tomic
and phasic drives. While phasic signaling has been mediated by
GABA receplors (GABALRs) located at postsynaptic densities,
tonic inhibition {TT) relies on high-affinity receptors present in the
extrasynaptic regions (Farrant and MNusser, 2005). Ambient GABA
can activate extrasynaptic GABAxRs and cause their persistent
conductance at low, often submicromolar concentrations (Lerma
et al, 1986; Kaneda et al, 1995; Brickley et al., 1996). Receptors that
mediate tonic inhibition typically indude a(4-&), B, & (for 0d/&), or
¥ | fior 25) subunits, but it needs to be considered that distinct types
of neurons in various brain regions may express GARA . Rs with
different subunit stoichiometry (Caraiscos et al., 2004; Serwanski
et al, 2006; Clykys et al., 2008; Brickley and Mody, 2012; F
2021). Importantly, a growing body of evidence has demonstrated
that T1 plays an important robe in leamning and memory depending
on the hippocampus. Morecover, the use of knockout Gabra{-/-)
mice showed that the GABA , R-containing o5 subunit was involved
in modulating the hippecampal-dependent memory (Martin et al,
2009). The & subunit was present in the hippocampus, although
its expression depends on the neuronal type (Sun et al, 2004;
Mangan et al, 2005; Ghyloys et al., 2008), and it has been shown
that & subumnit-containing GABA, Fs are essential in learning and
memory formation (Whissell et al., 201 3a; Cushman et al, 2014).

For decades. research on excitatory glutamatergic synaptic
plasticity was the primary focus; but in the past years, there has
been a significant increase in interest in GABAergic inhibitory
plasticity. Examples of NMDAR-dependent GABAergic plasticity
have been described in the cerebral cortex (Chiu et al, 2018)
and in the hippocampus (Marsden et al., 2007; Wiera et al,
2011, 1021). Moreover, several studies have shown that ab
subunit-containing GABA , Rs were involved in the regulation of
glutamatergic plasticity (Cheng et al, 2006; Ballard et al, 2000%;
Martin et al, 2010; Davenport et al, 2021). One of our recent
studies indicates the involvement of tonically active o5-containing
GABA,Rs in the NMDA-induced plastic changes of the tonic
inhibition in the pyramidal cells {Wyroslak et al, 2021 Howewver,
the ahovementioned evidence was based on recordings primarily
from pyramidal neurons. It is thus appealing to explore the
plasticity of the tonic drive in GABAergic interneurons, which
show a large diversity in innervating pattemns of the principal cells
and other internewrons (Pelkey et al., 2017). We thus decded to
address the issue of tonic inhibition plasticity at distinct types
of interneurons, known to play a crucial role in regulating the
hippocampal newronal network. Parvalbumin-containing (PV+
IMs) and somatostatin-containing (85T+ IMNs) interneurons were
known to have a profound impact on hippocampal activity
while innervating distinct parts of pyramidal newrons—PV+
IMs—perisomatic, 85T+ INs—distal dendrites (Figure 4 and also
Pelkey et al, 2017). Recent studies have shown that parvalbumin-
containing interneurons are critical in memory consolidation by
the coordination of neural network dynamics (Donato et al, 2013
Ognjancvski et al., 20017; Udakis et al. 2020). Moreover, 55T+
IMs were found to play an important role in regulating neuromnal
activity, plasticity, and pathology (Lefo et al, 2012; Honoré et al,

2021; Asgarihafshejani et al., 2022; Liguz-lecenar et al., 2021). We

Frontiersin Cellutar Meuroscience

10,3385/ fncel 2023.1193283

report here that brief MMDA stimulation induces in these INs the
«cell type-specific plastic changes in tonic inhibition with opposite
signs (PV+ IMs - reduction, 5T+ IMs - potentiation). While the
plasticity in PV + INs appears to be associated primarily with the
reduction of the tonically active & subunit-containing GABA . Rs
in 58T+ Ins, it resulls in an increased content of e5GABA Bs in
GABAergic tonic inhibition.

2. Materials and methods
2.1. Ethical approval

All animal care and experimental procedures were conducted
in the animal facility of the Wroclaw Medical University in
accordance with the Ewropean Community Coundl Directive
(2010/63'UE). Before decapitation, mice were anesthetized with
isoflurane. All efforts were made to minimize the number of
animals used.

2.2. Animals

Animals were housed on a natural light/dark cycle (12712h)
with food and water ad likitum. Experiments were performed on
18-25-day-old mice of either sex. Wild-type mice and homozygous
knock-in mice expressing Cre recombinase (PV-Cre; JAX 017320
and S5T-Cre; JAX 028864 crossed with Rosalé-tdTomato reporter
mice {Aild; JAX 007914) were used.

2.3. Brain slices preparation

Mice were anesthetized with isoflurane and then euthanized by
decapitation. Brains were placed in a cold artificial cerebrospinal
fluid (aC5F) containing 119mM Na(l, 2L5mM KO 1mM
MaH,P0,, 26.3mM NaHCO;, 1L.3mM MgS0y, 25mM Ca(l;,
and 11mM glecose, and a pH of 74 bubbled with carbogen
(95% 0Oy + 5% COy) Brains were cut with a vibratome (Leica
V12006, Germany) into 350-pm-thick transverse dices, in which
the hippocampus was easily visible. After sectioning, slices were
transferred to a recovery chamber containing aCSF for at least 1 h
before electrophysiological experiments.

2.4 Drugs

The following drugs were purchased from  Tocris
Bioscience (UK) and were used during the experiments: &,7-
dinitroquinoxaline-2,3-dione  (DNOQX; selective blocker of
non-MMDA  glutamate receptors), tetrodotoxin (TTX; sodium
channel selective blocker), gaboxadol (THIP; superagonist for
f-containing extrasynaptic GABA,Rs), elomidate (enhancer of
BL/3-containing GABAaRs), L-655,708 (selective imverse agomist
for oS-containing GABAsRs), picrotoxin (PTX; non-specific
GABAsRs antagonist), and N-methyl-D-aspartic acd (NMDW;
NMDARs selective agonist). The stock solutions of etomidate,
L-655,708, and picrotoxin were dissolved in dimethyl sulfoxide
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(DMS0, Sigma) and then added into the ACSF during experiments
[not exceeding the concentrations of DMS0D = 01% wv (see
Lebida and Mozrzymas, 2017)].

2.5. Electrophysiological recordings and
data analysis

Prior to measurements, slices were transferred to a recording
chamber perfused with oxygenated aCSF at a flow rate of
20-30 ml'min at room temperature. Both, parvalbumin- and
somatostatin-containing interneurons were identified based on
tdTomato expression visualized by fluorescence microscopy
equipped with Lambda [G-4, an illumination system designed for
arapid change in wavelength (Sutter Instrument).

PV + interneurons were searched in the stratum pyramidale
a5 cells with large, pyramidally shaped or bitufted dendritic trees.
Interneurons were classified as fast-spiking INs if high firing
frequency (67.88 & 3.26 Hz), narrow spike half widths (0,62 *
0.03ms), and short membrane time constants (962 + 1.35ms)
are displayed. Non-fast-spiking intemeurons were characterized by
lower firing frequencies (21.54 + 1.81 Hz), wider spike half widths
(1.32 £ 0.03 ms), and longer membrane time constants (23.10 £
1.24 ms) (Pelkey et al., 2017). The membrane and firing properties
for all considered interneurons are summarized in Table 1. A sag
ratio was calculated from a voltage response to —200 pA using
[(1 - AVglAVpg) x 100%] as described by Song et al. (2015).
The threshold for action potential generation was defined as the
value of the cell membrane potential at which dVidt = 20 mV/ms.
The afterhyperpolarization (AHP) amplitude was determined as
the difference between the action potential threshold and the least
positive membrane potential immediately afier the first action
potential. 85T+ interneurons were kncated in CAl stratum oriens,
parallel to the stratum pyramidale, with an apparently expanded
dendritic tree. Patch-cdamp recordings of tonic cwrrents were
performed in the whole-cell configuration using borosilicate patch
pipettes filled with an intracellular solution containing: 10 md
potassium gloconate, 125 mM KO, 1 mM EGTA, 10mM HEPES,
AmM MgATF, 5 mM sucrose, pH 7.25, 295 mOsm (Marsden et al,
2007} which had a resistance of 2.5-4.5 mOhm (when filled with
internal saline). Recordings were digitized at 20 kHz and filtered at
6 kHz using a Muli-Clamp 7008 amplifier and Axon Digidata 1550
(Molecular Devices).

After firng pattern recordings, TTX (1pM) and DNOQX
{30 M) were used to block action potentials dependent on voltage-
gated sodium channels and AMPA-type glutamate receptors. These
compounds remained in the measuring chamber until the end
of the experiment. Furthermore, we induced plasticity in studied
groups of cells by treating the slice for 3Imin with 20pM
NMDA. After a stable 20 min, measurement after NMDA washout,
gaboxadol (1 pM). or etomidate (5pM) was used to enhance
tonic current in PV+ and 55T+ interneurons. In the final part
of the experiments, PTX (100pM) was administered to silence
GABAergic transmission.

In this study, miniature inhibitory postsymaptic currents
(mIP5Cs) were excluded from the analysis to  precsely
determine the magnitude of tonic currents (as recommended in
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Bright and Smart, 2013} The tonic current density was determined
from the current shift following PTX application, normalized to
the whole-cell membrane capacitance (Cm). The capacitance of
the cell membrane was determined as a ratio of the membrane
time constant and the input resistance. The membrane time
constant was estimated from the exponential fit to the time course
of the membrane voltage (in current-clamp mode) in response
to a small —25pA hyperpolarizing current (Urban-Ciecko et al,
2000, Wyrodlak et al, 2021) Access and imput resistances were
monitored during the recordings. Cells were discarded from
further analysis if the monitored resistances changed by = 20%.

To evaluate the contribution of a5GABA,HRs in the total
tonic density values, after etomidate/gaboxadol administration, we
additionally used L-655,708 before the application of PTX. The
proportion of current mediated by o5GARA,Rs was cakoulated
for each cell as AIL-655708/( AIL-655.708 + AIPTX), where
ATL-655,708 and AIPTY are current reductions following the
administration of L-655,708 and PTX, respectively. To ensure the
specificity of action on o5-GABA,Rs, a low concentration of L-
655,708 of 20 nM was used as its higher concentrations might affect
the activity of other synaptic or extrasynaptic GABA, Rs (Atack
et al., 2006; Vargas-Caballero et al., 2010).

2.6. Experimental design and analysis

Studies were designed to generate equal-size groups, and
the brain slices were randomized for treatment. Brain slices
were isolated from both male and female subjects in each
considered group. The results were combined because there were
no differences or trends between the sexes. The group sime (m)
for each group was collected to obtain a relevant power of the
statistical analysis (f > (8L Group sizes indicate the number
of experimentally determined values (each value refers to one
cell in a separate brain slice). SigmaPlot (Systat software) was
used to perform data analysis. Data on the plots are presented
a5 mean + SEM. The data was checked for normal distributions
(Kolmogorov-5mirnov test) and equal variances (Levene median
test). Comparisons were performed wusing unpaired or paired
Student’s i-test. Differences were considered statistically significant
when the value of p <« 0.05 was obtained. Randomization or
blinding of the operator or data analysis was not undertaken due
to the nature of the experiments.

Z. Results

In our previcus study (Wyrodlak et al. 2021), we found
that brief (3 min) NMDA treatment induced plasticity of tonic
GABAergic currents in the pyramidal neurons. We thus applied
an analogous protocol to investigate the plasticity of tonic
conductance in three subtypes of interneurons: somatostatin-
positive and two types of parvalbumin-containing celks: fast-spiking
and non-fast spiking. Because of relatively intense superfusion of
slices with aCSF, which is expected to reduce the ambient GABA
(Ghykys and Mody, 2007; Mody et al, 2007), we have used protocols
to enhance tonic currents with etomidate or gaboxadol as also
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TABLE1 Summary of intrinsic membrane and firing properties of 55T 4., fast-spiking, and non—fast-spiking internewrons.

PV + fast spiking IMs

PV+ non—fast-spiking INs

{n = 36) ln=37)
HME [miv) —35T24 167 —542 £ 101 —5919 £ 228
Membrane time constanl (ms) E52 4217 962+ 135 2300+ 124
Firing frequency {Hz) .78 £ 231 ETER 4336 21544 181
AP amphiude (mv} TlAS £ 129 57814237 8301 + 222
spike balf-width (ms} 0ET 4 062 + 003 132 % 043
Sag matio 16294234 £12 4+ 058 1338 + 087
AHP zmplitude (mv) —16054 035 —mE 4L —Bal 4077
AP threshold (mv) —42824 075 . R —4z15£ 115
Membrane capactiance {pF) BATE £ 446 B0.53 4 588 11882 £ 789

N I
i '

|

Ita are represonbod 25 mem = SEM

practiced in our previous (Wyrodlak et al.. 2021) and other studies
(Martin et al., 2009; Rodgers et al, 2015; Zarnowska et al., 2015).

1.1. Transient activation of NMDARSs
enhances tonic current in 55T+
interneurons

As explained above, tonic currents were enhanced either with
etomidate (5 pM) or gaboxadol (1 pM). The tonic current density
was determined from the subtraction of the steady-state current
measured upon FTX (100 pM) treatment from that evoked by
etomidate (or gaboxadol) (Figures 1A, B) and by normalizing these
values to the whole-cell membrane capacitance (Figures 1D0-I).
Interestingly, we found that the average etomidate-enhanced tonic
current density was significantly increased by NMDA treatment
(Controk: 0L198 + 007 pApE n = 7; NMDA: 0413 £ 014, n
= & p= 0.004; Figures 14, D). We used additionally gaboxadol
instead of etomidate to check whether there is a component of
plastic changes associated with GABA,Rs with & subunit but we
did not ohserve any significant difference between the control and
NMDA-treated groups (Control: 0.178 + 0,07, n= 7; NMDA: 0.204
+ 0,06, r=5; p= 0L498; Figures 15, E), indicating that BGABA , Rs
are not invohed in the tonic current plasticity in these neurons.
Mext, we sought to determine the contribution of a5GABA, Rs in
ohserved plastic changes. To this end, we first elicited the tonic
current with etomidate, and when it reached the steady state, a
specific blocker of o5 subunit-containing GABA, Bs (L-655,708)
was applied (Figure 1C). Administration of this compound resulted
in a clear reduction of tonic currents both in the control (ETMD:
0258 + 0.04 pApF L-655708: 0173 + 0.03 pA/pF, = T; p
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<= ([L01; Figure 1F) and NMDA-treatment groups (EMTD: 0.424
+ 0.09 pA/pF; L-655,708: 0L138 + 0.06 pA/pF; = 6 p = LD
Figure 103), but a significantly larger reduction of tonic current was
observed in the NMDA group (Control: 0.084 £+ 0.01 pASE n
= T; NMDA: 0.1856 £ 0,03 pAPE n = & p < 0.01; Figure 1H).
Then, the fraction of current sensitive to L-655,708 (%ATL-655,708)
was caloulated as described in Methods, and as shown in Figure 11,
plasticity induction with NMDA was associated with significantly
increased contribution of current mediated by the e5GABA Rs
[Control: 34.025 + 1.95 %AI (L-655.708), n = 7; NMDA: 46.485 +
3.35 ®AT (L-655,708), m = 6&; pr « 0L05; Figure 11]. We thus provide
the first evidence that a brief NMDA treatment induced tonic
current plasticity in 55T+ interneurons and that these changes are
related to increased content of o5GABA,Rs in the mediation of

extrasynaptic GABAergic currents.

3.2, NMDA treatment reduces GABAergic
tonic currents in parvalbumin-containing
fast-spiking and non—fast-spiking
interneurons

Analogous protocol as in the above-described experiments on
S5T-positive neurons was applied to check for the plasticity of tonic
currents in parvalbumin-containing interneurons. As described
in Methods, PV+ interneurons were divided into two groups:
fast-spiking (Figure 2} and non-fast spiking (Figure 3). Contrary
to 85T+ interneurons, in the case of PV 4+ fast-spiking neurons,
NMDA treatment resulted in a significant reduction of tonic
current density (Controk: 1.222 + 016 pASpE, n= & NMDA: 0.558
+ 0.21 pAfpE n = 5 p = 0.001; Figures 24, ). Interestingly, a
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FICURE L

NMDA-dependent plasticity induction enhances GABAergic tonic current in CA1 somatostatin-positive ntermeurons. {A-C) Representative tonic
current traces in the controd (top) and 3-min NMDA-treated groups (bottom). TTX and DNQX were used during the measurements. Insets above
current traces indicate apphcations of different pharmacological compournds. (D, E) Statistics for tonic custent density enhanced with stomidate (D)
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enhanced by etomidate in the contral (F) or NMDA-trested {G) groups. (H) Statistical comparison for the absolute values of L-655,703-sensitive
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decrease in tonic current following NMDA application was also  that the observed plasticity was associated with a reduced number
observed when gaboxadol was used (Control: 0.862 £ 022, n=#6; of & subunit-containing GABA,Rs in the plasma membrane. In
NMDA: 0.275 = 0.04, n = 6; p < 0.001; Figures 2B, F), indicating  addition, we checked the content of a5GABA 4 Rs in tonic current
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density measured from PV+ fast-spiking interneurons. As shown
in Figure 2, application of L-655.708 reduced the tonic current
both in control conditions (ETMD: 0L875 + 0,09 pASpF; L-655,708:
0726 + 008 pASpE; m = 7; p < 0UM; Figure IF) and after
NMDA treatment (ETMD: 0L598 £+ 0L06 pASpF; L-655,708: 0.339
+ 005 pApF; n = & p < DDM; Figure 2G). Interestingdy, a
sigmificantly larger extent of tonic current reduction was observed
in the NMDA group (Control: 0.149 + 0.02 pA/pE n = 7; NMDA:
0259 £ 0.04 pASpE m = & p = 0.014; Figure 2H), indicating
that plasticity induction increases the pool of a5GABA, Rs in this
type of PV+ interneurons. Morecover, as shown in Figure 21, brief
NMDA treatment significantly augmented the mean percentage
of L-655,708-sensitive component measured as %Al (L-655,708)
(Controk: 17229 & 139, n = 7; NMDA: 44273 + 470, n =
& p < (U00L; Figure 21), and the increase in %Al (L-655,708)
appeared to be larger than that for the absolute value of L-
655, 708-sensitive current (compare Figures 2H, [). Thus, while
plasticity induction with NMDA in PV+ fast-spiking interneurons
resulted in an overall reduction of tonic cuwrrent (enhanced by
etomidate), its component mediated by & subunit-containing
receptors strongly decreased but the intensity of current attributed
to a5 GABA , Bs increased.

Analogous analysis of tonic current plasticity has been
performed for PYV+ cells characlerized as non-fast-spiking
interneurons. Tonic currents enhanced with etomidate were
sigmificantly reduced by NMDA treatment {Control: 0L479 £ 0,19
PAPE n = B NMDA: 0371 £+ 0.09 pASpE, n = 5 p = 0O4L;
Figures 34, D), and a similar effect was observed for currents
mediated by 3GABA, Rs activated by gaboxadol {Control: 0,381 +
008 pASpE 1 = & NMDA: 0267 + 005 pASpE, = 6; p= 001T;
Figures 3B, E). Application of L-655.708 reduced the tonic current
beoth in the control (EMTD: 0,692 + 0.22 pA/pF; L-655,708: 0.620 £+
020 pASpF; n= 6; p = DL0M; Figure 3F) and NMDA-treated groups
(EMTD: 0,486 & 0.06 pASpF; L-655,708: 0.331 £ 0,03 pA/pE n=
& p= W00Z; Figure 30), and the extent of reduction was larger in
the NMD group (Control: 0.072 + 001 pASPE 1 = & NMDA:
0.156 + 0.03 pASpF, n= & p= 0.016; Figure 3H), indicating that
plasticity induction upregulated o5GABALRs. In PV+ non-fast-
spiking interneurons, NMDA treatment resulted in an increased
proportion of 05GABALRs [%AI(L-655,708)] in the tonic currents
(Controk: 10483 & 1.95, n= & NMDA: 31105 £ 262, n= & p
= 0.0 ; Figure 31), and similar to what observed for fast-spiking
PV + interneurons, the increase in %Al (L-655,708) appeared to be
larger than that for the absolute value of L-655,708-sensitive current
(compare Figures 3H, IL

Taken together, we found that a brief MDA treatment reduced
tonic currents in both fast-spiking and non-fast-spiking PY-
containing internewrons, and these changes were associated with
the reduction of AGABARs content and increased proportion of
aHGARA A Rs in tonic current conductance.

4. Discussion

The most important finding of the present study is that tonic
inhibition shows heterosynaptic, NMDAR-dependent, cell-specific
plasticity in 55T+ and PV+ interneurons. Importantly, these
interneurons innervate distinct parts of pyramidal newrons exerting
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thedr unique regulatory roles in the principal newrons (O gnianovski
et al, 2017 Pelkey et al, 2017; Antonoudiou et al, 2020
Udakis et al, 2020). Most interestingly, the plastic phenomenon
in these interneurons ocours in opposite directions: in 85T4-
enhancement and in the two types of PV + cells—reduction of tonic
conductance. Intriguingly, while fast-spiking and non-fast-spiking
interneurons showed dramatically different patterns of excitability,
their NMDAR-dependent plasticity of tonic conductance described
here did not show any clear difference. Moreowver, the regulation
of tonic currents may depend on the contributions of &- and
5 subunit-containing receptors. In the present study, NMIDA-
induced changes in the two types of interneurons were associated
with different regulations of proportions of these receplor subtypes.
Whereas, in the case of 55T+ neurons, NMDA treatment did
not affect the component of & subunit-containing (gaboxadol-
activated) but increased the a5 GABA , Bs content. In PV+ neurons,
gaboxadol-sensitive current strongly decreased and the fraction
of abGABRA , Bs increased, which may be related to e5GABA  Rs
exacyiosis. Since in the PV+ intemeurons, the overall etomidate-
enhanced tonic current was reduced upon MWMDA treatment,
our data suggest that the downregulation of tonically active &
subunit-containing GABA,Rs was predominant. However, we
cannot exclude that observed tonic current could abso inchede
the contribution of other subtypes of GABA  Rs. It is also worth
mentioning that, as described in Methods, we wsed a relatively
low concentration of L-655708 (20nM) to avoid non-specific
blockade of other GABA R subtypes. It is thus likely that the real
proportion of a5GABA, Rs in our model was higher than that
indicated by the current drop upon L-605,708 administration. It
is worth alse noting that, due o a strong decrease in the overall
tonic current upon MMDA treatment of PY+ cells (Figure 310,
a relatively small increase in 5GABA,Rs content (Figure 3H)
gave rise to a highly enhanced proportional contribution of these
receptors [measured as %A@ (L-655,708), Figure 31], making the
tonic inhibition substantially more dependent on e5GABARs
than in control conditions.

In our previous report, we have confirmed that the tonic
current component mediated by & subunit-containing GABA ,Rs
in pyramidal neurons is small and that it is not undergoing
plastic changes induced by NMDA application (VWyroélak et al,
1021). It is thus particularly interesting that, as we show in
the present report. in the case of PYV+ interneurons, the tonic
conductance plasticity is strongly dependent on 5GABALRs. The
relatively small tonic current recorded in pyramidal cells and
enhanced by the administration of 1pM gaboxadol (~0.17 pASpE
Wyrodlak et al, 2021) contrasts with the several times larger
tonic currents in FV+ fast-spiking interneurons measured under
the same conditions (~-0.86 pASpE, Figure 1E). Moreower, PV+
non-fast spiking also exhibited greater 8GARA 4 R-dependent tonic
conduction (~0.38 pASpF, Figure 3E). It is particularly interesting
that BGABA , R-dependent tonic current in 55T+ interneurons was
comparable to the magnitude of tonic currents in pyramidal cells
examined in the recent study (~0.18 pAfpE Figure 1E). These
findings appear to be mostly consistent with the results obtained
by Lee and Maguire (2013), who reported that extrasynaptic, 8-
subunit-containing GABRA , Rs play a major role in mediating tonic
GABAergic inhibition in hippocampal interneurons. Moreover,
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Lee and Maguire reported that the disinhibition of interneurons  decreased seizure susceptibility. [t thus remains to be elucidated to
refated to the inactivation of tonic currents resulted in substantial  what extent the plasticity of tonic currents reported here related
alterations in the neuronal excitability of pyramidal neurons and  to the altered contribution of 83GABA,Rs in PV+ interneurons
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affects the network excitability and what its impact is on the extent in different types of neurons, heterosymaptic NMDA-
cognitive and behavioral functions. While & and «5 subunit- induced plastiity differentially affects these two components
containing GABA,Rs are typically present to a larger or smaller  of tonic conductance. It s noteworthy that the component of

Frontiers in Cellutar New

48



Wyrosiak et al

10.3385/Fnced 20231193383

Hippocampal CA1 region

NMDA-dependent plasticity affects tonic currents in PV and 55T+ interneurons. Schematic representaton shows the summary of the results
cbtained in the present study. Shart-term admenistration of NMDA (3 min, 20 uM) alters tonic currents in the studied types of nterneurons. SST4
mtemeurons innervating pyramidal cells in the stratumn lacunosum-moleculare layer are characterized by an oSGABA, R-dependent increase in the
magnitude of tonsc currents upon NMDA treatment. At the same time, the toric carrent measured in PV interneurons innervating pyramidal celis
perizomatically wes decreased after plasticity induction. This reduction was dependent on 3GABAL Rs. but a slight increase in the contribution of
a5GABALRs in tonic current medation was obsarved. Created with Ecrender com
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tonic current plasticity related to a5GABAARs was present in
all considerad here interneurons (Figures |-3) as well as in
pyramidal 352 neurons (W yrodiak et al. 2021). These observations
underscore the importance of the tonic current component
mediated by a5GABAARs which, most interestingly, was plastic
in all these cells. However, in the case of PV+ interneurons,
NMDA-induced plasticity resulted in an overall decrease in tonic
current in spite of increased a5GABALR content, indicating
that, as already mentioned, its contribution in these cells
was minor.

It is worth emphasizing that the role of aSGABAARs in
plastic phenomena is not limited to tonic conductance. A solid
body of evidence showed that aSGABAARs are implicated in
GABAergic synapse function, participating in phasic inhibition and
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thereby controlling postsynaptic excitability (A5 and Thomson,
2008; Zamowska et al, 2009; Schulz et al, 2018; Magnin et al,
201%; Lodge et al, 2021). Indeed, in a recent study, Davenport
et al (2021) described an interesting form of plasticity in
which @5GABAARs from extrasynaptic zones were relocated into
synapses due to the dissociation of these receptors from radixin
upon its dephosphorylation. Moreover, Davenport reported that
the blockade of a5-GABAARs in the hippocampus accelerated
reversal learning, a test for cognitive flexibility dependent on
repeated LTP, providing further evidence that these receptors
play a role in cognitive mechanisms. This mechanism has
been, however, implicated in the pyramidal neurons, and it
remains to be elucidated whether or not it takes place also in
interneurons investigated in the present study. In our recent study
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(Brzdak et al, 2023), we report that a brief treatment with NMDA
evoked ILTP in 85T+ and ilTD in PV+ interneurons. Thus,
the effects on tonic conductance (present study) would thus sum
up with analogous changes in phasic signaling in these neurons
(Brzdak et al, 2023). As principal cells' spiking and network
oscillations were regulated through feedforward and feedback
inhibition from PV+ interneurons targeting perisomatic areas,
a decrease of tonic inhibition in these interneurons may lead
to @ more effective inhibition of principal cells (see Figure 4).
Thus, the owerall synchronization of principal cells activity may be
expected to increase (Pouille and Scanziani, 2001). Simultaneously,
in the present report, we observed the upregulation of tonic
inhibition in somatostatin-containing interneurons that target
principal cells’ dendrites in stratum lacunosum-moleculare, and
this effect is accompanied by increased iLTP of mIPSCs (Bredak
et al, 2023). Considering that 55T+ internewrons regulate local
dendritic conductances and also excitatory synaptic plasticity, an
increase in their tonic inhibition may result in less feedback
inhibition onto principal cells {Chin et al., 2013 Schulz et al,
2018). The opposite directions of synaptic (Brodak et al, 2023)
and primarily extrasymaptic tonic curremt plasticity of 55T+
and PV+ were particularly interesting, considering the crucial
impact of these interneurons on the kocal newronal network and
generation of theta rhythm (Sohal et al., 2009; Royer et al,
2012

Plastic changes induced by the NMMDAR activity may
depend on the subtype of these receplors. A recent study,
wsing GlulN2A-null rats, has indicated that GluM2A is a major
NMDAR subunit in 55T+ INs, only partially contributing
to NMDA-EPSCs in PV+ cells (Booker et al, 2021 Wu
et al (2021) addressed the involvement of GluNIA- and
GluMIB-NMDARs in tonic current regulation in hippocampal
neurcnal culture and found that GluM2A inhibits and GluNIB
promotes o5GABAAR internalization, thus providing evidence
for the distinct involvement of these NMDA-subunits in
regulating tonic  inhibitory plasticity. We cannot  exclude
the possibility that the MMDA-induced increase in tonic
current in 58T+ INs could involve GluMN2A-dependent
aiGABA s internalization., but this issue would require
further studies.

The emerging mechanisms of tonic conductance regulation in
different neuronal types by plasticity phenomena related to the
components mediated by 5 and o5-GABA 4 Rs appear particulardy
interesting in the light of growing evidence that, with genetic
or pharmacological manipulations, these receptors affect learning
and memory formation {Collinson et al, 2002; Saab et al, 20010
furek et al., 2012; Whiss al, 2013; Cushman et al, 2014;
Muhler and FEudolph, 2017). As already mentioned, 55T+ and
P¥+ interneurons are known to play a key rode in shaping
local circuit excitability as well as in learning and memory and
brain pathology (Donato et al, 2013; Caroni, 2015; Ognjanovski
et al, 2017; Mikulovic et al, 2018; Tripodi et al, 2018; Donegan
et al, 2001% Serrano and Caroni, 201% Udskis et al, 2020;
Asgarihafehejani et al, 2022 Ligur-lecznar et al, 2022), but it
remains to be elucidated to what extent the plasticity of tonic
conductance at specific interneurons is involved in these functional
and cogmitive robes.
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In conclusion, we present the first evidence that tonic inhibition
is a plastic component of GABAergic drive in hippocampal 55T+
and PV + interneuwrons and have demonstrated that the underlying
mechanisms depend on different GABA, R subtypes and are cell-
type specific.
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Mozg posiada zdolnos¢ do zmian w tkance nerwowej, zwanej neuroplastycznoscia, ktora jest
kluczowa dla jego prawidtowego funkcjonowania. W ostatnich latach wielu naukowcow skupia si¢
na badania transmisji hamujacej, zwlaszcza jej plastycznego komponentu. Transmisja
GABAergiczna, ktora jest rodzajem hamujacej transmisji, odgrywa istotng rol¢ w utrzymaniu
rownowagi pomiedzy transmisjg pobudzajaca a hamujgca, wptywajac na procesy poznawcze, takie
jak uczenie si¢ i tworzenie pamieci. Istniejg dwie gtdéwne sktadowe tej transmisji: transmisja
fazowa, ktora zachodzi w synapsach za posrednictwem receptorow GABAA oraz transmisja
toniczna, ktéra zalezy od receptorow zlokalizowanych poza synapsami. W hipokampie, prady
toniczne s3 mediowane przez receptory GABAA o r6znym skladzie podjednostkowym, przy czym
receptory zawierajace podjednostke a5 lub & sa uwazane za kluczowe w tym procesie. Badania
wskazuja, ze receptory GABAA poza synapsami odgrywajg istotng role w uczeniu si¢ i tworzeniu

pamigci zaleznej od hipokampa.

Niniejsza rozprawa doktorska miata na celu sprawdzenie czy transmisja toniczna, podobnie
jak synaptyczna, podlega zmianom plastycznym. W ramach realizacji tego celu wykorzystano
model plastycznos$ci transmisji GABAergicznej zaleznej od receptoréw NMDA, myszy
transgeniczne oraz myszy typu dzikiego, aby opisa¢ zmiany plastyczne w transmisji tonicznej
zalezne od typu komorki. Odkryto, ze GABAergiczny prad toniczny nie tylko podlega procesom

plastycznym, ale rowniez, ze obserwowana plastycznos¢ jest zalezna od typu komorki.

Zgodnie z zatozeniami pracy doktorskiej, w pierwszej kolejnosci zajgto si¢ wpltywem
indukcji plastycznosci na ekstrasynaptyczne prady toniczne w komorkach piramidowych regionu
CALl hipokampa myszy. Odkryto, ze plastyczno$¢ zalezna od receptorow NMDA wiaze si¢ ze
znacznym wzrostem pradu tonu GABAergicznego w komoérkach piramidowych hipokampa. Ten
efekt byl zwigzany z wiekszym udzialem receptoréw GABAA zawierajacych podjednostke a5,
podczas gdy pula receptoréw z podjednostka d nie ulegla zmianie. Inne badania wskazujg na fakt,
ze podczas indukcji plastycznosci transmisji hamujacej receptory aSGABAA migruja do synaps
hamujacych, wzmacniajac ich potencjal. Badania prezentowane w ramach niniejszej doktorskiej

wskazuja, ze ekstrasynaptyczna pula receptorow oaSGABAA, ktore w przypadku komoérek
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piramidowych odpowiadaja za zdecydowang wigkszos¢ mediowanego pradu tonicznego, zwicksza
si¢, co prawdopodobnie wynika z egzocytozy receptorow.

Drugim zagadnieniem poruszonym w niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie efektow
indukcji plastycznosci w réznych typach interneurondéw hipokampa. Dzigki zastosowaniu
specyficznej farmakologii udato si¢ wykazac, ze prady toniczne w interneuronach w duzym stopniu
podlegaja zaleznym od typu komorki procesom plastycznym. Interneurony somatostatynowe, ktére
unerwiajg dendryty komorek piramidowych w stratum lacunosum-moleculare, charakteryzowaty
si¢, podobnym do komdrek piramidowych, kierunkiem zmian plastycznych. Krétkotrwate podanie
NMDA skutkowalo wzmocnieniem GABAergicznego pradu tonicznego w interneuronach SST+,
a wynikato to ze zwigkszenia puli receptorow a5SGABAA. Co interesujace, pula receptoréw o
GABAA nie zostata naruszona, mimo faktu, ze to SGABAA s3 odpowiedzialne za mediowanie
wigkszo$ci transmisji tonicznej w interneuronach. Jednoczes$nie, ten sam protokot indukcji
plastycznosci wywotal zmniejszenie pradéw tonicznych w interneuronach parwalbuminowych
(PV+). Wykazano, ze ten spadek wynikatl ze zmniejszenia puli receptorow 6GABAA. W zwigzku
z faktem, ze receptorow dGABAA zaangazowanych w mediowany prad toniczny bylo mniej,
zaobserwowano rowniez zwigkszenie udziatu receptorow GABAA z podjednostka aS5.

Wyniki te wskazuja, ze plastyczno$¢ transmisji tonicznej jest nowym aspektem
neuroplastyczno$ci, a jej mechanizmy zalezg od typu neuronu oraz roéwnowagi pomiedzy
receptorami GABAA zawierajacymi podjednostki a5 i 6. Dodatkowo, aspekty dotyczace wpltywu
indukcji plastyczno$ci oraz aktywnosci integryn na transmisj¢ GABAergiczng w hipokampie
omowione zostaty w publikacji niewchodzacej w sktad tej pracy doktorskiej. W wymienionej pracy
pokazujemy krotkotrwate podanie NMDA wywoluje wzmocnienie transmisji hamujacej (iILTP) w
interneuronach SST+ oraz jej ostabienie w interneuronach PV+. W rezultacie, obserwujemy
sumowanie si¢ analogicznych zmian w sygnalizacji fazowej oraz tonicznej w badanych typach
komorek nerwowych. W hipokampie, interneurony PV+ unerwiaja glownie ciata komoérkowe
komorek piramidowych, a ze wzgledu na swojg hamujaca naturg, obserwacja zmniejszenia
hamowania w tych komoérkach moze prowadzi¢ do bardziej skutecznego hamowania komorek
piramidowych. Z kolei interneurony SST+ reguluja przewodnictwo dendrytyczne poprzez
tworzenie wypustek w oddaleniu od ciala komérkowego komorek piramidowych. Obserwujac

wzmozenie pradu tonicznego po indukcji plastyczno$ci w interneuronach zawierajacych
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somatostatyne, bardzo prawdopodobng wydaje si¢ by¢ hipoteza o zmniejszeniu hamowania
zwrotnego na komorkach piramidowych.

Podsumowujac, badania przedstawione w ramach niniejszej pracy doktorskiej, wskazuja na
kluczowa role ekstrasynaptycznych receptorow GABAA w modulacji transmisji hamujacej i
wplywie na funkcjonowanie sieci neuronalnych. Wyniki uzyskano w oparciu o szeroko zakrojone
badania elektrofizjologiczne z wykorzystaniem specyficznej wobec konkretnych typdéw receptora
GABAA farmakologii. Uzyskana wiedza moze by¢ wykorzystana podczas kolejnych prob
zrozumienia molekularnych podstaw funkcjonowania sieci neuronalnych, prowadzac tym samym

do zrozumienia dziatania uktadu nerwowego.
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Plasticity Enhances Tonic Current by Increasing the Content of a5-Subunit Containing
GABAA Receptors in Hippocampal Pyramidal Neurons

Neuroscience (2021) 15;467:39-46. doi: 10.1016/j.neuroscience.2021.05.020

Mo6j wkiad polegal na opracowaniu i koncepcji projektu grantowego OPUS UMO-
2018/31/B/NZ4/01998 bedacego podstawa dla przeprowadzonych badan oraz uzyskaniu
finansowania z Narodowego Centrum Nauki, nadzorze i konsultacjach merytorycznych
zwigzanych z realizacja zalozen badawczych, udziale w projektowaniu metodologii
eksperymentalnych, analizie danych oraz pisaniu pierwotnej wersjicastylitetycenpeenaaedagowaniu

’ S KATEDRA | ZAKLAD
Jego ostatecane] wersj. BIOFIZYKI | NEUROBIOLOGH

kimnik m
f. dr hab, Jerzy erzymas
Prof. dr hab. Jerzy W. Mozrzymas

Oswiadczam, Zze w pracy:

Wyroslak Marcin, Grzegorz Dobrzanski, Jerzy W. Mozrzymas: Bidirectional plasticity of
GABAergic tonic inhibition in hippocampal somatostatin- and parvalbumin-containing
interneurons

Frontiers in Cellular Neuroscience (2023) Vol. 17 doi: 10.3389/fncel.2023.1193383

Méj wkiad polegal na opracowaniu i koncepcji projektu grantowego OPUS UMO-
2018/31/B/NZ4/01998 bedacego podstawag dla przeprowadzonych badan oraz uzyskaniu
finansowania z Narodowego Centrum Nauki, nadzorze i konsultacjach merytorycznych
zwigzanych z realizacja zalozen badawczych, udziale w projektowaniu metodologii

s A . Uniwers :
eksperymentalnych, analizie danych oraz pisaniu pierwotnej wersji m?‘wﬂgowamu
jego ostatecznej wersji_ BIOFIZYKI | NEUROBIOLOGIH

kielwnik
Prof. dr hab. Jerzy W. Mozrzymas
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Dr Katarzyna Lebida Wroctaw, 04.04.2023
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

Katedra i Zaktad Biofizyki i Neurobiologii

ul. T. Chatubinskiego 3a, 50-368 Wroctaw

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

Wyroslak Marcin, Katarzyna Lebida, Jerzy W. Mozrzymas: Induction of Inhibitory Synaptic
Plasticity Enhances Tonic Current by Increasing the Content of a5-Subunit Containing
GABAA Receptors in Hippocampal Pyramidal Neurons.

Neuroscience (2021) 15;467:39-46. doi: 10.1016/j.neuroscience.2021.05.020

Moj wkiad polegat na udziale w projektowaniu metodologii eksperymentalnej wykorzystywanej
w badaniach, analizie danych z pomiar6w elektrofizjologicznych oraz udziale w pisaniu pierwotnej
wersji artykutu.

Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu
KATEDRA | ZAKLAD
BIOFIZYKI | NEUOROBIOLOGII
asystent

dr Katarzyna Lebida
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Dr Grzegorz Dobrzanski Wroctaw, 28.06.2023

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

Wyroslak Marcin, Grzegorz Dobrzanski, Jerzy W. Mozrzymas: Bidirectional plasticity of
GABAergic tonic inhibition in hippocampal somatostatin- and parvalbumin-containing
interneurons

Frontiers in Cellular Neuroscience (2023) Vol. 17:1193383 doi: 10.3389/fncel.2023.1193383

Méj wktad polegat na zapewnianiu wsparcia metodologicznego wykonanych badan. Ponadto,
bratem udziat w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu.

Dr Grzegorz Dobrzanski
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