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STRESZCZENIE 

 

Jedną z kluczowych funkcji poprawnie funkcjonującego mózgu jest zdolność do 

morfologicznych i funkcjonalnych zmian tkanki nerwowej, zwana neuroplastycznością. W 

ostatnich latach, szczególną uwagę zyskały badania nad transmisja hamującą, a w szczególności 

nad jej plastycznym komponentem. Transmisja GABAergiczna jest krytyczna dla utrzymania 

balansu pomiędzy transmisjami pobudzającą i hamującą, odgrywając zasadniczą rolę w wielu 

kognitywnych procesach, w tym w procesach uczenia się czy tworzenia pamięci. Transmisję ta 

dzieli się na dwie główne składowe: transmisję fazową oraz toniczną. Podczas gdy przewodzenie 

fazowe mediowane jest przez receptory GABAA znajdujące się w synapsach, hamowanie toniczne 

zależne jest od receptorów znajdujących się w poza synapsami. Poza synapsą, neuroprzekaźnik 

GABA obecny jest w niskich, submikromolarnych stężeniach, aktywując ekstrasynaptyczne, 

charakteryzujące się wysokim powinowactwem do GABA, receptory GABAA, powodując ich 

trwałe przewodzenie. W zależności od typu komórki, ekstrasynaptyczne prądy toniczne w 

hipokampie mogą być mediowane przez receptory GABAA z różnorodnym składem 

podjednostkowym, jednak to receptory GABAA zawierające w swoim składzie podjednostkę α5 

lub δ uważa się za dominujące w tym procesie. Badania wskazują, że pozasynaptyczne receptory 

GABAA mogą odgrywać kluczową rolę w uczeniu się i w kształtowaniu pamięci zależnej od 

hipokampa. Co więcej, coraz więcej dowodów naukowych wskazuje, że nie tylko pobudzająca, ale 

i hamująca transmisja GABAergiczna podlega plastycznym zmianom zachodzącym w mózgu 

podczas różnych procesów poznawczych. Naturalne wydaje się więc pytanie, czy poza transmisją 

synaptyczną, również transmisja toniczna może być objęta zmianami plastycznymi. Mimo, że 

dotychczas głównym obiektem badań w regionie CA1 hipokampa były komórki piramidowe, to 

jednak zauważalnie rośnie zainteresowanie zbadaniem zjawisk plastycznych zachodzących przy 

udziale interneuronów. Spośród wielu typów hipokampalnych interneuronów mających swoje 

zakończenia aksonalne na błonach komórek piramidowych oraz innych interneuronach, dwa z nich 

są szczególnie interesujące – interneurony charakteryzujące się syntezą białka parwalbuminy (PV+ 

INs) oraz te, które syntezują białko somatostatynę (SST+ INs). Dobrze opisano ich fundamentalny 

wpływ na regulację dynamiki działania sieci neuronalnej w hipokampie, jak również na 

konsolidację pamięci. W niniejszej rozprawie doktorskiej podjęto próbę zbadania, czy hamowanie 

toniczne może być zjawiskiem plastycznym. Zastosowanie modelu plastyczności transmisji 
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GABAergicznej zależnej od receptorów NMDA, myszy transgenicznych oraz myszy typu dzikiego 

pozwoliło nam opisać zależne od typu komórki zmiany plastyczne, jakim podlega hamowanie 

toniczne. Ponadto, określono zmiany w udziale receptorów GABAA z podjednostką α5 lub δ w 

mediowaniu prądów tonicznych po indukcji plastyczności. Wykazano, że zmiany plastyczne w 

wykorzystywanym modelu wiążą się ze znacznym wzrostem prądu tonicznego w komórkach 

piramidowych hipokampa. Co więcej, efekt ten był skorelowany ze zwiększonym udziałem 

pozasynaptycznych receptorów α5GABAA, podczas gdy pula receptorów z podjednostką δ nie 

została naruszona. Badania nad wspomnianymi wyżej interneuronami ukazały jednak bardziej 

skomplikowany obraz neuroplastyczności. W tym przypadku wykazano dwukierunkową 

plastyczność hamowania tonicznego zależnego od typu komórki. Podobnie jak w przypadku 

komórek piramidowych interneurony zawierające białko somatostatynę charakteryzowały się 

znacznym wzmocnieniem tonicznego prądu GABAergicznego, a zmiany te były zależne od 

zwiększenia populacji receptorów α5GABAA. Odmienne wyniki uzyskano w przypadku badań nad 

interneuronami zawierający parwalbuminę. Zarówno interneurony generujące krótkotrwałe 

potencjały czynnościowe o wysokiej częstotliwości (fast-spiking PV+ INs), ale i interneurony, 

których wzorzec wyładowań wskazywał na niższą częstotliwość długotrwałych wyładowań (non-

fast spiking PV+ INs) wykazywały istotne zmniejszenie pozasynaptycznych prądów tonicznych 

po indukcji plastyczności. Obserwowanemu efektowi towarzyszył znacząco zmniejszony udział 

receptorów δGABAA, ale i niewielki wzrost udziału prądów zależnych od α5GABAA. Wyniki te 

wskazują, że plastyczność hamowania tonicznego jest nowym wymiarem neuroplastyczności, a 

mechanizmy leżące u jej podstaw zależą od typu neuronów, a także równowagi w udziale 

receptorów GABAA zawierających podjednostki α5 oraz δ. Podsumowując, badania te dostarczają 

solidnych dowodów na kluczową rolę ekstrasynaptycznych receptorów GABAA w modulacji 

transmisji hamującej oraz ich wpływ na działanie sieci neuronalnych. 
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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 α5 and δ subunits are considered to be predominant. It 

has been demonstrated that extrasynaptic α5- and δ-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 CA1 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 α5- and δ-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 
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proportion of extrasynaptic α5-GABAA receptors, while the pool of δ-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 α5GABAARs 

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 δGABAARs and a relatively small increase of 

participation in tonic currents mediated by α5GABAARs. 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 α5 and δ 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. 
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WPROWADZENIE 

 

1. Hamowanie toniczne i fazowe transmisji GABAergicznej 

 

Równowaga pomiędzy pobudzeniem a hamowaniem aktywności układu nerwowego ssaków 

jest niezwykle ważnym i złożonym zjawiskiem. Jedną z jej składowych jest transmisja 

GABAergiczna, która w mózgach dorosłych ssaków odgrywa kluczową rolę w hamowaniu. Kwas 

γ-aminomasłowy (GABA) aktywuje białka receptorowe biorące udział w transporcie jonów przez 

błonę komórkową, a ich aktywność jest fundamentalna dla regulacji pobudliwości komórek 

nerwowych, a idąc dalej, dla aktywności sieci neuronalnej. Jonotropowe receptory GABAA, jako 

kanały pentameryczne, charakteryzują się dużą różnorodnością funkcjonalną, wynikającą z 

występowania 19 typów podjednostek (α1 – 6, β1 – 3, γ1 – 3, δ, ε, θ, π, ρ1 – 3) mogących wchodzić 

w skład receptora (McKernan and Whiting, 1996; Sieghart, 2000; Sieghart and Savić, 2018). 

Transmisja GABAergiczna składa się z dwóch głównych komponentów: transmisji synaptycznej 

oraz tonicznej (pozasynaptycznej). Receptory GABAA o składzie podjednostkowym α1βγ2, α2βγ2 

oraz α3βγ2 występują przeważnie w synapsach, uczestnicząc w szybkim przewodzeniu fazowym. 

Ich aktywność zależna jest od szybkich i relatywnie dużych zmian stężenia neuroprzekaźnika 

GABA w synapsach. Jednak receptory GABAA mogą znajdować się również poza synapsami, 

biorąc udział w hamowaniu tonicznym. Ze względu na niskie, submikromolarne stężenie GABA 

okołosynaptycznie, hamowanie toniczne opiera się ono na receptorach GABAA o wysokim 

powinowactwie. Te niskie stężenia GABA są w stanie aktywować pozasynaptyczne receptory 

GABAA powodując ich trwałe przewodnictwo. Receptory zaangażowane w hamowanie toniczne 

zazwyczaj zawierają podjednostki α(4-6), β, δ (dla α4/6) lub γ (dla α5), jednak należy wziąć pod 

uwagę fakt, że różne typy neuronów w różnych regionach mózgu mogą różnić się stechiometrią 

podjednostek wchodzących w skład tych receptorów (Mody and Pearce, 2004; Glykys and Mody, 

2007a; Chen et al., 2017). 

Przewodnictwo toniczne działa w dłuższej skali czasowej, mając prominentny wpływ na 

obniżenie pobudliwości błony neuronu. Ze względu na większą ilość receptorów GABAA o 

wysokim powinowactwie (a więc tymi zlokalizowanymi pozasynaptycznie) oraz nawet 3-krotnie 

większym ładunkiem przenoszonym w ramach uśrednionego w odpowiedniej skali czasowej 
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tonicznego prądu GABAergicznego, uważa się, że prąd toniczny jest nierozerwalnym elementem 

równowagi pomiędzy hamowaniem a pobudzeniem w mózgu (Farrant and Nusser, 2005). 

Szczególnie ciekawym wydaje się być wątek receptorów GABAA mających w swoim 

składzie podjednostkę α5. Mimo, że receptory tego typu stanowią mniej niż 5% całej populacji 

receptorów GABAA w mózgu ssaków, odkryto prawie dwie dekady temu, że odpowiadają za 

zdecydowaną większość przewodnictwa tonicznego w komórkach piramidowych regionów 

CA3/CA1 hipokampa. Tym samym, zwraca się uwagę na relatywnie niski udział receptorów 

GABAA z podjednostka δ oraz receptorów złożonych wyłącznie z podjednostek α oraz β (Caraiscos 

et al., 2004). Artykuły naukowe zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej rozszerzają 

znacznie poziom wiedzy na temat przewodnictwa tonicznego w hipokampie nie tylko w 

odniesieniu do pobudzających komórek piramidowych, ale również różnych typów interneuronów 

hamujących. Ponadto, co zostało opisane w dalszej części, udowodniono, że prądy toniczne 

podlegają zmianom plastycznym, które mogą znacząco wpływać na sieć neuronalną. 

 

2. Transmisja GABAergiczna w sieci neuronalnej hipokampa 

 

W hipokampie, strukturze nierozerwalnie związanej z uczeniem się i pamięcią, hamujące 

interneurony GABAergiczne stanowią około 10-15% ogólnej populacji neuronów. Jednak, mimo 

tak małego udziału procentowego, populacja interneuronów hipokampa charakteryzuje się wielką 

różnorodnością, będąc główną determinantą praktycznie wszystkich aspektów funkcji obwodów 

neuronalnych (Pelkey et al., 2017). Anatomicznie, hipokamp podzielony jest na równolegle 

ułożone warstwy. Komórki piramidowe, które uznawane są za przykład komórek pobudzających 

w hipokampie, swoje ciała komórkowe zlokalizowane mają w stratum pyramidale, a ich dendryty 

rozciągają się na wszystkie z warstw hipokampa. Taka organizacja dendrytów komórek 

piramidowych pozwala na stymulację z różnych źródeł, zarówno zewnątrz-, jako wewnątrz-

hipokampalnych. W przeciwieństwie do komórek piramidowych mających swoje ciała 

komórkowe w stratum pyramidale, hamujące interneurony, które z definicji uwalniają 

neuroprzekaźnik GABA, swoje ciała komórkowe mają rozproszone we wszystkich warstwach 

hipokampa (Booker and Vida, 2018). Układ ich drzew dendrytycznych oraz aksonów jest bardziej 

ograniczony, co pozwala na bardziej specyficzną integrację impulsów aferentnych czy eferentnych. 
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Aksony niektórych podtypów interneuronów mogą pozostawać w tej samej warstwie co ciało 

komórkowe, jednak niektóre interneurony charakteryzują się aksonami, które pokonują znaczne 

odległości, tworząc projekcje znacznie oddalone od ich ciał komórkowych. Aksony interneuronów 

hamujących mogą docierać do dobrze zdefiniowanych domen postsynaptycznych (w przypadku 

hipokampa – ciała komórkowego i dendrytów bliższych komórek piramidowych) lub dostarczać 

sygnały do znacznie oddalonych, dużych fragmentów dendrytu komórek docelowych (Klausberger 

and Somogyi, 2008). Taki rozkład włókien aferentnych zapewnia, że praktycznie cała 

powierzchnia komórek piramidowych otrzymuje stymulację od różnych podtypów interneuronów 

GABAergicznych. Poprzez swoją aktywność, interneurony pełnią kluczową rolę nie tylko w 

regulacji pobudliwości pojedynczych komórek, ale również biorą udział w ustalaniu okna 

czasowego dla pobudzenia synaptycznego, a co za tym idzie – kolejnej inicjacji potencjału 

czynnościowego. Proces ten ma istotny wpływ na kształtowanie i synchronizację przepływu 

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

 

3. Plastyczność hamującej transmisji GABAergicznej 

 

Poprzez termin „plastyczności synaptycznej” definiuje się zmiany siły synaps lub zmiany 

wydajności transmisji synaptycznej, która wynika jako odpowiedź na określone bodźce i jest 

odpowiedzią na aktywność sieci neuronalnej (Voss et al., 2017). Zmiany plastyczne dotykają 

zarówno morfologii, jak i fizjologii komórek neuronalnych, a trwać mogą od kilku milisekund aż 

po okres liczony w latach. Uważa się, że plastyczność synaptyczna stanowi fundamentalny substrat 

procesów pamięciowych i uczenia się (Abraham et al., 2019; Chiu et al., 2019; Barberis, 2020). 

Od kilku dekad intensywnie badana jest plastyczność synaps pobudzających 

(glutaminianergicznych), której molekularne mechanizmy udało się już częściowo poznać i opisać. 

Dużo mniej uwagi naukowcy poświęcali badaniom nad hamującą transmisją GABAergiczną ze 

względu na zdecydowanie mniejszą liczbę neuronów GABAergicznych oraz ich dużo większe 

zróżnicowanie, co utrudniało badanie ich potencjału do zmian plastycznych (Klausberger and 

Somogyi, 2008; Pelkey et al., 2017). W ostatnich latach obserwujemy jednak znaczy wzrost 

zainteresowania tematyką transmisji hamującej, a odkrycie, że synapsy hamujące, tak jak 

pobudzające, podlegają zmianom plastycznym, tworzy przestrzeń do wielu przełomowych odkryć. 
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Badania wskazują, że chroniczna modyfikacja pobudliwości neuronów, może wpływać zarówno 

na synapsy glutaminianergiczne oraz GABAergiczne na tym neuronie. Wskazuje to na udział 

mechanizmów komórkowych, zaangażowanych w koordynację zmian synaptycznych (Turrigiano, 

1999; Ibata et al., 2008; Rannals and Kapur, 2011). Dokładny związek między aktywnością 

neuronalną, a jednoczesnymi modyfikacjami transmisji glutaminianergiczej oraz GABAergicznej 

jest słabo poznany. Wynikać to może z faktu, że efekty różnych protokołów wykorzystywanych 

do indukcji plastyczności, były głównie badane niezależnie w synapsach pobudzających i 

hamujących. Warto jednak zwrócić uwagę, że ekspresja plastyczności pobudzającej i hamującej 

wykazują kilka wspólnych cech, głownie postsynaptycznie. W obu przypadkach dochodzi do 

aktywacji postsynaptycznych receptorów NMDA oraz CaMKII (ang. 𝐶𝑎2+/calmodulin kinase II) 

– jednego z najlepiej scharakteryzowanych szlaków sygnalizacyjnych w długotrwałym 

wzmocnieniu synaptycznym (LTP od ang. „Long-Term Potentiation” dla transmisji pobudzającej 

oraz iLTP od ang. „Inhibitory Long-Term Potentiation” dla transmisji hamującej). Wiele badań 

wskazuje na fakt, iż aktywacja NMDA i CaMKII jest niezbędna dla ekspresji długotrwałych 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, długotrwałe osłabienie synaptyczne transmisji 

GABAergicznej (iLTD od ang. „Inhibitory Long-Term Depression”) opiera się na aktywności 

kalcyneuryny, fosfatazy, która jest ściśle powiązana w długotrwałe osłabienie glutaminianergiczne 

(LTD od ang. „Long-Term Depression”) (Mulkey et al., 1994; Lu et al., 2000). Zaobserwowano 

również, że działanie proteolityczne kalpain wpływa zarówno na plastyczność synaptyczną 

glutaminergiczną, jak i GABAergiczną (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, że indukcja plastyczności obejmuje zmiany liczby receptorów synaptycznych, dyfuzję 

lateralną oraz ich interakcję z cytoszkieletem w obu rodzajach transmisji (Bannai et al., 2009; 

Choquet and Triller, 2013; Petrini et al., 2014). Co więcej, synapsy hamujące często znajdują się 

bardzo blisko synaps glutaminianergicznych (nawet kilka mikrometrów odległości) (Megías et al., 

2001). Zatem, przedstawione analogiczne mechanizmy plastyczności postsynaptycznej oraz 

przestrzenny układ synaps obu transmisji stanowią mocne argumenty w dyskusji nad możliwą 

interakcją między sąsiadującymi synapsami glutaminianergicznymi i GABAegicznymi. 

Jak zostało wspomniane wcześniej, hamujące prądy toniczne mają kluczowy wpływ na 

kształtowanie pobudliwości sieci neuronalnej w hipokampie. Dotychczas niewiele badań 
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przeprowadzono na temat zjawisk plastycznych w odniesieniu do receptorów GABAA 

znajdujących się około- i pozasynaptycznie, zaangażowanych w mediowanie prądów tonicznych. 

W zależności od regionu mózgu, GABAergiczny prąd toniczny może być mediowany przez różne 

kompozycje receptora GABAA (Semyanov et al., 2003; Farrant and Nusser, 2005), jednak na 

potrzeby niniejszej pracy doktorskiej, skupiono się na strukturze hipokampa. Badania wskazują, 

że w zakręcie zębatym receptory GABAA z podjednostką δ są zaangażowane w mediowanie 

prądów tonicznych (Pirker, 2000; Nusser and Mody, 2002; Stell and Mody, 2002), podczas gdy w 

komórkach piramidowych regionów CA1/CA3 hipokampa tę funkcję pełnią receptory GABAA z 

podjednostką α5 (Caraiscos et al., 2004; Glykys and Mody, 2007b; Wyroślak et al., 2021). W 

niniejszej pracy doktorskiej do stanu wiedzy na temat GABAergicznych prądów tonicznych w 

hipokampie dostarczamy dowodów, że w badanych typach interneuronów (PV+ oraz SST+) 

konduktancja ta jest zależna głównie od δGABAA (Wyroslak et al., 2023)  

Receptory GABAA w synapsach GABAergicznych zakotwiczone są głównie dzięki klastrom 

gefiryny (Essrich et al., 1998; Kneussel and Betz, 2000; Jacob et al., 2008; Vithlani et al., 2011), 

jednak nie zawsze jest to regułą – opisano już niezależne od gefiryny procesy tworzenia klastrów 

receptorów GABAA w synapsach (Papadopoulos et al., 2007; Saiepour et al., 2010; Panzanelli et 

al., 2011). Warto zauważyć, że w warunkach fizjologicznych, gefiryna może wpływać na lateralną 

ruchliwość receptorów GABAA w synapsach, co wykazano poprzez zaburzenie aktywności 

gefiryny (Jacob et al., 2008). Receptory GABAA z podjednostką α5 koncentrują się głównie poza 

synapsami, a ich kotwiczenie w cytoszkielecie aktynowym zachodzi dzięki białku z rodziny ERM 

- radyksynie. Specyficzne kotwiczenie receptorów α5GABAA przez radyksynę wymaga 

dwustopniowego procesu aktywacji, mediowanego przez związanie z błoną komórkową oraz 

zależne od ufosforylowania zmiany konformacyjne radyksyny. Uważa się, że proces ten jest 

zależny od sygnalizacji RhoA i ROCK (Matsui et al., 1998) Zdefosforylowanie radyksyny 

prowadzi do zwiększenia ruchliwości lateralnej receptorów GABAA z podjednostką α5, tym 

samym zwiększają ich liczbę w synapsach GABAergicznych. Zatem zwiększona zostaje pula 

receptorów α5GABAA, które mają swój udział w mediowaniu prądów synaptycznych, a w 

konsekwencji ma to wpływ na siłę synaps. Wiadomym jest, że udział tych receptorów ma bardzo 

duży wpływ na efektywność synaps hamujących poprzez udział w prądach synaptycznych o 

wolniejszej kinetyce (Schulz et al., 2018; Brzdąk et al., 2023). Jak wykazano, receptory α5GABAA 

są jednym z kluczowych elementów wpływających na przedstawianą wcześniej interakcję 
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transmisji glutaminianergicznej oraz GABAergicznej. W wyniku indukcji długotrwałego 

wzmocnienia synaps glutaminianergicznych, następuje relokacja receptorów α5GABAA do synaps 

hamujących, co powoduje zablokowanie dalszej aktywacji receptorów NMDA, niezbędnej do 

dalszego wzrostu efektu indukcji plastyczności w synapsach pobudzających. W rezultacie, 

hamująca plastyczność synaptyczna zachodzi równolegle z plastycznością synaps pobudzających, 

mając wpływ na kształtowanie się bardziej zaawansowanych procesów, takich jak np. uczenie się 

i pamięć (Davenport et al., 2021). 

Tak jak zostało wspomniane, indukcja plastyczności synaptycznej wywołuje redystrybucję 

receptorów ekstrasynaptycznych, a więc pozostaje odpowiedzieć na pytanie, jak te procesy 

wpływają na prądy toniczne. W niniejszej pracy doktorskiej podjęto się próby określenia wpływu 

indukcji plastyczności na populacje receptorów GABAA z podjednostką α5 lub δ w komórkach 

piramidowych oraz różnych typach interneuronów hipokampa, które to populacje okazują się 

podlegać procesom plastycznym, a zmiany te są specyficzne dla typu komórki. 

 

4. Hamowanie toniczne w uczeniu się i pamięci. 

 

Rosnąca w ostatnich latach liczba badań dotycząca transmisji GABAergicznej dostarcza co 

raz większej liczby dowodów, że hamowanie toniczne odgrywa bardzo istotną rolę w zależnych 

od hipokampa procesach uczenia się i pamięci. Eksperymenty, w których wykorzystano myszy z 

nokautem Gabra5(-/-), które charakteryzują się brakiem ekspresji receptorów α5GABAA, 

zaangażowanych w przewodnictwo toniczne, wykazują przyśpieszenie uczenia się (Martin 2009). 

Myszy z częściowym lub zupełnym deficytem receptorów α5GABAA wykazują lepsze wyniki w 

uczeniu asocjacyjnym oraz testach pamięci (Collinson et al., 2002; Crestani et al., 2002; Yee et al., 

2004), charakteryzując się również lekkim pogorszeniem się uczenia związanego z lokalizacją 

obiektów (Prut et al., 2010). Zablokowanie aktywności tych receptorów poprzez aplikację 

blokerów ich aktywności (np. L-655,708, RO-493851) również wpływa pozytywnie na uczenie się 

i zdolności poznawcze (Navarro et al., 2002; Ballard et al., 2009; R. Atack, 2011). U ludzi 

przeprowadzono dotychczas niewiele podobnych badań, jednak istnieją dowody, że podanie 

blokerów α5GABAA u zdrowych osób redukuje zaburzenia kognitywne związane z amnezją 

alkoholową (Nutt et al., 2007). Poczyniono również kroki w celu odpowiedzenia na pytanie, w 

jakim stopniu prąd toniczny zależny GABAA z podjednostką δ wpływa na procesy uczenia się i 
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pamięci w mózgu. Obserwuje się mutacje w genie odpowiedzialnym za ekspresję podjednostki δ 

receptora GABAA u myszy w modelu epilepsji oraz u pacjentów chorych na epilepsję (Hirose, 

2014; Mele et al., 2019). Ponadto, niedawno opublikowane badania wykazują na zmniejszenie 

ekspresji wielu podjednostek receptora GABAA, w tym podjednostki δ, w zakręcie skroniowym 

środkowym w próbkach mózgu pobranych po śmierci od pacjentów z chorobą Alzheimera. Zmiany 

zaburzają równowagę pomiędzy transmisją pobudzającą a hamującą, co może prowadzić do 

dysfunkcji poznawczych opisywanych w chorobie Alzheimera (Govindpani et al., 2020). 

Receptory GABAA z podjednostką δ występują w hipokampie, chociaż ich ekspresja zależy od 

typu komórki nerwowej (Sun et al., 2004; Mangan et al., 2005; Glykys et al., 2008). Wykazano, że 

te receptory niezbędne dla procesów uczenia się i tworzenia pamięci, a wzmocnienie transmisji 

tonicznej zależnej od δGABAA w hipokampie spowodowało drastyczne pogorszenie się zdolności 

uczenia się zwierząt. Udowodniono również, że wzmożona aktywność tych receptorów blokuje 

indukcję plastyczności synaptycznej, która leży u podstaw procesów uczenia się (Whissell et al., 

2013; Cushman et al., 2014). Podsumowując, wraz z rosnącym stanem wiedzy na temat wpływu 

transmisji GABAergicznej na sieć neuronalną, dowiadujemy się więcej na temat nie tylko 

molekularnych mechanizmów neuroplastyczności, procesów uczenia się i pamięci, ale również 

podstaw zaburzeń neurologicznych.  

 

CELE I ZAŁOŻENIA PRACY 

 

Podstawę niniejszej pracy doktorskiej stanowią spójne tematycznie publikacje naukowe 

realizowane w celu pogłębienia wiedzy z zakresu tytułowego zagadnienia: Badania mechanizmów 

plastyczności transmisji GABAergicznej w interneuronach i komórkach piramidowych hipokampa 

myszy. W ramach realizacji zadań projektów badawczych, przeprowadzono weryfikację 

niniejszych hipotez badawczych: 

 

1. Indukcja iLTP wpływa na ekstrasynaptyczne prądy toniczne w komórkach 

piramidowych regionu CA1 hipokampa myszy. 
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2. Interneurony hipokampa myszy z regionu CA1 charakteryzują się plastycznością 

transmisji GABAergicznej zależną od aktywności integryn oraz typu komórki. 

 

 

3. Podanie NMDA w różnych typach interneuronów regionu CA1 hipokampa myszy 

powoduje zmniejszenie amplitudy miniaturowych hamujących prądów 

postsynaptycznych oraz wpływa na ekstrasynaptyczne prądy toniczne. 

 

Celem pierwszej publikacji z cyklu, zatytułowanej: „Induction of Inhibitory Synaptic 

Plasticity Enhances Tonic Current by Increasing the Content of α5-Subunit Containing GABAA 

Receptors in Hippocampal Pyramidal Neurons” (Neuroscience 15;467:39-46), była weryfikacja 

pierwszej z hipotez dotyczącej potencjalnego wpływu indukcji iLTP na prądy ekstrasynaptyczne 

w komórkach piramidowych hipokampa myszy. Ponadto, w pracy tej rozróżniono udział populacji 

receptorów GABAA z podjednostkami α5 oraz δ w mediowaniu prądów tonicznych oraz zmiany 

plastyczne, którym podlegają. 

Celem drugiej publikacji zatytułowanej „Bidirectional plasticity of GABAergic tonic 

inhibition in hippocampal somatostatin- and parvalbumin-containing interneurons” (Frontiers in 

Cellular Neuroscience 17:1193383) było odniesienie się do hipotez drugiej i trzeciej poprzez 

weryfikację wpływu indukcji iLTP poprzez podanie NMDA na prądy toniczne mediowane przez 

ekstrasynaptyczne receptory GABAA. Co więcej, dzięki użyciu bardzo specyficznej wobec 

konkretnych receptorów farmakologii, opisane zostały zmiany udział w mediowaniu prądów 

tonicznych przez receptory GABAA z podjednostkami α5 oraz δ. Tematyka plastyczności 

transmisji GABAergicznej zależnej od aktywności integryn została poruszona w oryginalnej pracy, 

która nie została włączona 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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MATERIAŁY I METODY 

1. Podstawowe odczynniki i roztwory 

 

1.1. Odczynniki 

Odczynniki wykorzystane w badaniach przedstawionych w niniejszej rozprawie 

doktorskiej pochodziły z firmy Sigma-Aldrich (Polska). Poniżej przedstawiono 

wyjątki, zakupione w Tocris Bioscience (Wielka Brytania): 

● Tetrodotoksyna 

● DNQX (sól dwusodowa) 

● Etomidat 

● Gaboxadol 

● L-655,708 

● Pikrotoksyna 

 

1.2. Roztwory 

 

● W trakcie preparowania oraz inkubacji skrawków mózgowych myszy, a także 

podczas pomiarów elekrofizjologicznych wykorzystano sztuczny płyn mózgowo-

rdzeniowy (ang. artificial cerebrospinal fluid, aCSF) (Feldman, 2000). Poniżej skład 

w mM: 

NaCl 119, KCl 2.5, NaH2PO4 1, NaHCO3 26.3, MgSO4 1.3, CaCl2 2.5, glukoza 

11. Wartość pH roztworu wynosiła 7.4 (Osmolarność: 295-305 mOsm). Roztwór 

był natleniany karbogenem (95 % O2 + 5 % CO2). 

 

● Roztwór wykorzystywany do wypełniania pipet pomiarowych wykorzystywany w 

trakcie rejestracji prądów synaptycznych i pozasynaptycznych z komórek 

piramidowych oraz interneuronów hipokampa myszy (Marsden et al., 2007). Skład 

roztworu w mM: glukonian potasu 10, KCl 125, EGTA 1, HEPES 10, MgATP 4, 

sachoroza 5. Wartość pH = 7.25 uzyskiwano poprzez miareczkowanie roztworem 

1M KOH (Osmolarność: 285-295 mOsm). 
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2. Zwierzęta 

 

Zwierzęta wykorzystywane w przedstawionych doświadczeniach pochodziły ze 

Zwierzętarni Uniwersytetu Medycznego im. Piastów Śląskich we Wrocławiu. Zwierzęta 

utrzymywane były z pełną dostępnością wody oraz pożywienia ad libitum w naturalnym 

trybie 12h światła/12h ciemności. Do przeprowadzenia badań wykorzystano zarówno 

myszy typu dzikiego C57BL/6 oraz genetycznie modyfikowanych myszy 

charakteryzujących się biosyntezą reporterowego białka fluorescencyjnego w dwóch 

typach interneuronów – interneuronach parwalbuminowych (PV+) oraz interneuronach 

somatostatynowych (SST+). Myszy tego typu rodziły się w wyniku krzyżówki 

homozygotycznych myszy, u których obserwuje się syntezę rekombinazy Cre (PV-Cre, 

JAX 017320 oraz SST-Cre, JAX 028864) z myszami, które charakteryzują się obecnością 

w genomie (zablokowanego dzięki obecności hamujących transkrypcję sekwencji loxP) 

wariantu czerwonego białka fluorescencji tdTomato. Potomstwo z tej krzyżówki cechuje 

się mocną i trwałą fluorescencją, umożliwiająca identyfikację specyficznej populacji 

interneuronów. 

Zwierzęta były traktowane zgodnie z regulacjami Ustawy o Ochronie Zwierząt, a na 

przeprowadzenie niniejszych badań uzyskana została zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do 

Spraw Doświadczeń na Zwierzętach we Wrocławiu. 

 

3. Preparatyka skrawków mózgowych myszy 

 

Myszy wykorzystane w ramach niniejszych badań były znieczulane izofluranem, a 

następnie uśmiercane poprzez dekapitację. Po dekapitacji, otwierano czaszkę, a mózg 

umieszczano w zimnym w zimnym (2-3 °C) sztucznym płynie mózgowo rdzeniowym 

(aCSF) natlenianym za pomocą karbogenu (95% O2, 5% CO2) na około 10 sekund (aCSF 

o pH 7.4 zawierał w mM: NaCl 119, KCl 2.5, NaH2PO4 1, NaHCO3 26.3, MgSO4 1.3, 

CaCl2 2.5, oraz glukoza 11). Następnie, półkule mózgowe były rozdzielane, a następnie za 

pomocą wibratomu Leica VT1200S (Leica, Niemcy) pocięte transwersalnie na skrawki o 

grubości 350 µm. W ten sposób uzyskano wielu skrawków mózgowych, na których 

hipokamp był łatwo widoczny. Skrawki były następnie przenoszone do komory 
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inkubacyjnej zawierającej natleniany aCSF o temperaturze pokojowej i pozostawiane tam 

przez co najmniej 1 godzinę przed rozpoczęciem eksperymentów fizjologicznych. 

 

4. Doświadczenia elektrofizjologiczne 

 

Doświadczenia elektrofizjologiczne wykonane w ramach niniejszej pracy doktorskiej 

wykonane zostały z użyciem techniki patch-clamp. Poniżej opisuję dokładnie zarówno tę 

metodę, jak i przebieg doświadczeń. Następnie opisuję sposoby analizy uzyskanych w 

ramach eksperymentów danych. 

W celu przeprowadzenia eksperymentów elektrofizjologicznych, skrawki mózgowe 

umieszczano w komorze zanurzeniowej, w której zachodził ciągły przepływ natlenianego 

roztworu aCSF o temperaturze pokojowej. Region CA1 hipokampa uwidaczniany był w 

małym powiększeniu (Zeiss, 4x), a do wizualizacji poszczególnych neuronów w stratum 

pyramidale/oriens użyto dużego powiększenia (Zeiss, 40x). Komórki piramidowe 

rozróżniane były od interneuronów w stratum pyramidale dzięki obecności wyraźnego, 

grubego wierzchołkowego proksymalnego dendrytu oraz charakterystyki wzorca 

wyładowań. Zarówno interneurony parwalbuminowe (PV+), jak i somatostytynowe 

(SST+) lokalizowane były na podstawie biosyntezy białka reporterowego tdTomato, 

wizualizowanego za pomocą mikroskopii fluorescencyjnej wyposażonej w system Lamda 

DG-4, zaprojektowany do szybkich zmian długości fali (Sutter Instrument). Interneuronów 

parwalbuminowych poszukiwano w stratum pyramidale. Charakteryzowały się względnie 

dużym ciałem komórki oraz dendrytami znajdującymi się po dwóch przeciwnych stronach 

somy. Interneurony syntezujące somatostatynę, charakteryzujące się widocznie 

rozszerzonym drzewem dendrytycznym, lokalizowane były w stratum oriens, równolegle 

do stratum pyramidale. 

Wszystkie eksperymenty przeprowadzone były w technice patch-clamp w konfiguracji 

whole-cell używając szklanej pipety pomiarowej wypełnionej roztworem elektrodowej 

(elektrodowym (pH 7.25, 295 MOsm, skład w mM: glukonian potasu 10, KCl 125, EGTA 

1, HEPES 10, MgATP 4, sacharoza 5) o oporze 2.5 - 4.5 MOhm. Rejestracja wzorców 

wyładowań przeprowadzona była w trybie current-clamp metody patch-clamp. Pomiary 
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prądów tonicznych były przeprowadzone w trybie voltage-clamp przy utrzymywanym 

potencjale błonowym -70 mV. Sygnały rejestrowane w ramach eksperymentów 

wzmacniano i filtrowano przy użyciu wzmacniacza Multi-Clamp 700B oraz Axon Digidata 

1550 (Molecular Devices).  

Po rejestracji wzorca wyładowań, podawano TTX (1 µM) w celu zablokowania 

generowania potencjałów czynnościowych zależnych od bramkowanych napięciem 

kanałów sodowych oraz DNQX (20 µM) celem blokady receptorów glutaminianowych 

typu AMPA. Związki te pozostawały w komorze pomiarowej do końca trwania 

eksperymentu. Plastyczność w naszych eksperymentach indukowana była poprzez 

traktowanie skrawków mózgowych 20 µM NMDA przez 3 minuty. Dzięki cyrkulacji 

natlenowanego aCSF w trakcie eksperymentów, wypłukiwano NMDA z komory 

pomiarowej. Po upływie 20 minut od wypłukania NMDA, gaboxadol (1 µM, inna nazwa - 

THIP) lub etomidat (5 µM) zostały użyte do wzmocnienia prądu tonicznego w komórkach 

piramidowych oraz interneuronach PV+ i SST+. Prądy toniczne w hipokampie mediowane 

są głównie przez receptory GABAA zawierające podjednostki α5 lub δ, stąd wybór 

wspomnianych substancji do wzmocnienia przewodzenia tonicznego. Gaboxadol 

wzmacnia prądy synaptyczne zależne od δ-GABAA, natomiast etomidat wzmacnia 

aktywność receptorów GABAA z podjednostkami β2 i β3. Obie te substancje są od lat 

skutecznie stosowane w badaniach nad prądami tonicznymi. Ich stosowanie jest najczęściej 

niezbędne ze względu na niską bazową fizjologiczną wielkość prądów tonicznych w 

regionie CA1 hipokampa. W końcowej części eksperymentów podawano PTX (100 µM w 

celu wyciszenia transmisji GABAergicznej. Czynność ta była wymagana do późniejszej 

analizy prądów tonicznych, która to analiza została opisana w jednym z kolejnych 

podrozdziałów. W trakcie trwania pomiarów monitorowano opór wejścia, a komórki, u 

których ten opór zmienił się o więcej niż 20%, były odrzucane z analizy. 

Dodatkowo, aby ocenić udział receptorów GABAA z podjednostką α5 w mediowaniu 

prądów tonicznych, po dodaniu etomidatu/gaboxadolu podawano L-655,708 (odwrotny 

agonista α5GABAA) przed podaniem PTX, co skutkowało zmniejszeniem wielkości 

GABAergicznych prądów tonicznych. Aby zapewnić specyficzność działania L-655,708, 

zastosowano niskie stężenie 20 µM, ponieważ jego wyższe stężenie mogą wpływać na 
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aktywność innych typów (zarówno synaptycznych jak i pozasynaptycznych) receptorów 

GABAA. 

 

4.1. Technika patch-clamp 

 

Technika patch-clamp umożliwia pomiar prądów lub napięć bezpośrednio z 

pojedynczych komórek nerwowych. Dzięki zastosowaniu cienkich pipet szklanych 

(borokrzemianowych) wypełnionych roztworem elektrodowym. Wytworzenie 

wysokooporowego połączenie pipety pomiarowej na powierzchni błony komórkowej 

umożliwia rejestrację prądów mediowanych przez pojedyncze kanały jonowe znajdujące 

się w tzw. Łatce błonowej pod pipetą (konfiguracja cell-attached). Zerwanie fragmentu 

błony komórkowej pod szklaną pipetą poprzez puls ciśnienia, pozwala na kontakt 

elektryczny z wnętrzem komórki nerwowej, a w konsekwencji rejestrację przez 

eksperymentatora sygnałów elektrycznych przepływających przez błonę komórkową całej 

komórki (konfiguracja whole-cell). Istnieją jeszcze inne konfiguracje pomiarowe metody 

patch-clamp, jednak ze względu na fakt, że do przeprowadzenia eksperymentów ukazanych 

w niniejszej rozprawie doktorskiej zastosowano konfigurację whole-cell, inne metody nie 

zostały opisane. Technika patch-clamp pozwala na pomiary elektrofizjologiczne w dwóch 

trybach: current-clamp oraz voltage-clamp. W trybie current-clamp eksperymentator może 

kontrolować prąd płynący przez obwód i obserwację napięcia rejestrowanego przez 

elektrodę odniesienia. W ramach badań przedstawianych w niniejszej rozprawie, tryb ten 

był wykorzystywany do rejestracji tzw. firing pattern, czyli wzorów wyładowań komórek 

nerwowych. Drugim trybem metody patch-clamp jest voltage-clamp, który umożliwia 

ustalenie stałego napięcia błony komórkowej i obserwację prądów. 

 

4.2. Krótkotrwałe podanie NMDA jako metoda indukcji plastyczności transmisji 

GABAergicznej 

 

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej, wykorzystano model 

plastyczności synaps GABAergicznych, który jest indukowany poprzez krótkotrwałe 

(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 szczególnie ważnym dla 

procesów plastycznych w mózgu, a endogennie stymulowany jest przez glutaminian, 

główny pobudzający neuroprzekaźnik ośrodkowego układu nerwowego. Opisywany tu 

model plastyczności synaptycznej, jest przykładem modelu tzw. plastyczności 

heterosynaptycznej, w której wapniowy sygnał inicjujący rozpoczyna się od aktywności 

receptorów glutaminianu typu NMDA w synapsie pobudzającej, lecz finalnie obserwuje się 

zmiany w synapsach hamujących. Umiarkowana aktywacja receptorów NMDA wiąże się 

ze względnie niewielkim wzrostem wewnątrzkomórkowego stężenia jonów 𝐶𝑎2+, które 

powoduje rekrutację CaMKII do synaps hamujących. Efektem tego procesu jest 

fosforylacja gefiryny, w której klastrach kotwiczą receptory GABAA. Dzięki zależnej od 

białka GABARAP egzocytozie oraz inkorporacji receptorów GABAA, obserwujemy 

zwiększenie potencjału hamującego synapsy, który utrzymuje się w czasie. Ostatnie 

badania wskazują również na fakt, że receptory GABAA znajdujące się poza synapsą, 

migrują do synaps hamujących po indukcji iLTP. Jednocześnie, manipulując 

farmakologicznie stężeniem wspomnianych wyżej jonów 𝐶𝑎2+, można uzyskiwać 

eksperymentalnie zgoła odmienne kierunki plastyczności. Dłuższe niż poprzednio podanie 

NMDA powoduje zdecydowanie większy napływ jonów wapniowych do wnętrza komórki 

postsynaptycznej. W tym przypadku dochodzi do aktywacji kalcyneuryny i rekrutacji jej 

do synaps hamujących. Kalcyneuryna pośredniczy w defosforylacji seryny 327 na 

podjednostce γ2 synaptycznych  receptorów GABAA, co z kolei zwiększa boczną 

ruchliwość tych receptorów, promując ich większe rozproszenie. Ponadto, zależna od 

wapnia aktywacja białka kalpainy, powoduje redukcję klastrów gefirynowych. W związku 

z tym obserwuje się zmniejszoną liczbę receptorów GABAA w synapsie, a w konsekwencji 

obniżenie siły hamującej synaps GABAergicznych. Zatem, zależny od receptorów NMDA, 

model plastyczności jest skutecznie wykorzystywanym od niedawna sposobem badania 

zależności sieciowych w mózgu (Marsden et al., 2007; Saliba et al., 2012; Petrini et al., 

2014). 

Równolegle do GABAergicznej transmisji synaptycznej, ekstrasynaptyczne 

receptory GABAA biorą udział w tzw. hamowaniu tonicznym. Istnieje jednak niewiele 

naukowych poszlak, które skupiałyby się na zbadaniu rezultatów indukcji plastyczności 

zależnej od receptorów NMDA. Badania z ubiegłych lat wskazują na zależną od radyksyny 
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migrację receptorów GABAA z podjednostką α5 spoza synaps do przestrzeni 

synaptycznych i ich kontrybucji w przewodzeniu fazowym. Dopiero w ramach badań 

składających się na niniejszą pracę doktorską dokładniej poruszany jest wątek wpływu 

indukcji plastyczności GABAergicznej na prądy toniczne w różnych typach komórek – w 

komórkach piramidowych oraz trzech typach interneuronów (Schulz et al., 2018; Brzdąk et 

al., 2023). 

 

 

4.3. Analiza danych elektrofizjologicznych 

 

4.3.1. Analiza wzorca wyładowań komórek nerwowych 

 

Dzięki zastosowaniu bodźców prądowych, w komórkach pobudliwych, jakimi są 

komórki nerwowe, można wpływać na wartość potencjału błonowego, a jeżeli ten przekroczy 

wartość progową, doprowadzić do generacji potencjałów czynnościowych. Serie 

następujących po sobie potencjałów czynnościowych, które generowane są przez zadany w 

trybie current-clamp bodziec prądowy, nazywamy wzorcami wyładowań komórek. Analiza 

parametrów wzorców wyładowań pozwoliła nam na rozróżnienie i klasyfikację badanych 

typów komórek nerwowych. Poprzez pipetę rejestrującą podawano serię bodźców hiper- 

oraz depolaryzujących (od -200 do + 300 pA, co 20 pA, każdy przez 0.3 sekundy). Poniżej 

wymienione i opisane zostały parametry uzyskane z analizy wzorców wyładowań: 

 

Potencjał spoczynkowy (𝑽𝒎) – oznaczano jako potencjał błony przed zadaniem 

bodźca prądowego 

Stała czasowa błony () – wyznaczana za pomocą dopasowania funkcji 

jednoeksponencjalnej do fazy narastania odpowiedzi prądowej w efekcie podania -25 pA 

hiperpolaryzującego bodźca prądowego 

Próg generacji potencjału czynnościowego (𝑨𝑷𝒕) – wyznaczony w czasie trwania 

bodźca prądowego jako wartość potencjału błony komórkowej, przy którym dV/dt = 20 

mV/ms 
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Amplituda potencjału czynnościowego (𝑨𝑷𝒂𝒎𝒑) – wyznaczano jako różnicę 

pomiędzy potencjałem progowym potencjału czynnościowego, a jego najwyższym punktem 

Częstotliwość generowania potencjałów czynnościowych – wyznaczano jako liczbę 

potencjałów czynnościowych wywołanych przez bodziec prądowy o czasie trwania 300ms 

(podano w Hz) 

Szerokość połówkowa potencjału czynnościowego (𝑨𝑷𝟏/𝟐) – wyznaczano jako 

szerokość pierwszego wygenerowanego przez komórkę potencjału czynnościowego w 

połowie amplitudy analizowanego potencjału czynnościowego 

Amplituda hiperpolaryzacji następczej (𝑨𝑯𝑷𝒂𝒎𝒑) – wyznaczano jako różnicę 

potencjału pomiędzy 𝐴𝑃𝑡 a najmniej dodatnim potencjałem błonowym po pierwszym 

wygenerowanym potencjałem czynnościowym 

Sag – obliczony za pomocą wzoru [(1 - Δ𝑉𝑠𝑠/Δ𝑉𝑚𝑎𝑥) × 100%] z odpowiedzi na bodziec 

-200 pA, gdzie Δ𝑉𝑠𝑠 to różnica potencjałów pomiędzy potencjałem spoczynkowym, a 

potencjałem błony, gdzie obserwujemy wypłaszczenie fazy narastania odpowiedzi prądowej, 

a Δ𝑉𝑚𝑎𝑥 to różnica potencjałów pomiędzy potencjałem spoczynkowym, a najmniej dodatnim 

potencjałem błonowym obserwowanym w trakcie fazy narastania odpowiedzi prądowej 

Pojemność błony – wyznaczano jako stosunek stałej czasowej błony i oporu 

wejściowego badanej komórki. 
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Ryc. 1 Wzory wyładowań badanych typów komórek nerwowych w odpowiedzi na bodziec 

prądowy. Na czerwono zaznaczono pierwszą odpowiedź komórki na głęboko hiperpolaryzujący 

bodziec -200 pA. 

 

 

 

Ryc. 2 Przebieg odpowiedzi błony komórkowej na hiperpolaryzujący -25 pA impuls prądowy 

w czasie 300 ms. Na rysunku kolorem czerwonym oznaczono przebieg odpowiedzi neuronu na 
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impuls prądowy, kolorem niebieskim zaznaczono potencjał błonowy (Vm), zaś brązowym 

eksponencjalne dopasowanie pozwalające obliczyć stałą czasową 

 

 

Ryc. 3 Rycina przedstawiająca metody analizy parametrów potencjału czynnościowego 

komórki nerwowej. Jako 𝐴𝑃𝑡 przedstawiono wartość progu generacji potencjału czynnościowego, 

wyznaczonego jako wartość potencjału błony przy którym dV/dt = 20 mV/ms. Amplitudę (𝐴𝑃𝑎𝑚𝑝) 

wyznaczono jako różnicę potencjału między 𝐴𝑃𝑡  a najwyższym punktem danego potencjału 

czynnościowego. Szerokość połówkową potencjału czynnościowego 𝐴𝑃1/2 ustalono jako 

szerokość (w milisekundach) w połowie 𝐴𝑃𝑎𝑚𝑝. Amplitudę hiperpolaryzacji następczej (𝐴𝐻𝑃𝑎𝑚𝑝) 

wyznaczono jako różnicę potencjału pomiędzy 𝐴𝑃𝑡 a najmniej dodatnim potencjałem błonowym 

po pierwszym wygenerowanym potencjałem czynnościowym. 

 

 

4.3.2. Analiza ekstrasynaptycznych prądów tonicznych 

 

Po rejestracji wzorca wyładowań komórki, przeprowadzono pomiary 

GABAergicznego prądu tonicznego w trybie voltage-clamp, przy ustalonym napięciu -70 

mV. Eksperyment rozpoczynano od podania tetrodotoksyny (TTX, bloker zależnych od 
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napięcia kanałów sodowych, 1 µM) oraz DNQX (6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione, 20 µM, 

antagonista receptorów AMPA i receptorów kainianowych). Po podaniu wspomnianych 

substancji odczekiwano około 8 minut do momentu, w którym nie obserwowano obecności 

potencjałów czynnościowych. Następnym krokiem była indukcja plastyczności transmisji 

GABAergicznej w grupach eksperymentalnych. Indukcji tej dokonywano poprzez 

krótkotrwałe (3min) podanie agonisty receptora glutaminianu (NMDA, 20 µM) do komory 

zanurzeniowej, w której umieszczony był skrawek mózgowy. W tych grupach odczekiwano 

22 minuty przed kolejnymi krokami ze względu na czas potrzebny na wystąpienie zmian 

plastycznych. W celu wzmocnienia prądów tonicznych gaboxadol (1 µM) lub etomidat (5 

µM) były podawane do roztworu aCSF, w którym umieszczony był skrawek. Po kilku 

minutach od zaprzestania wzrostu prądów toniczych podawano pikrotoksynę (100 µM) aby 

zablokować wszystkie receptory GABAA. Podanie pikrotoksyny pozwala obliczyć amplitudę 

rejestrowanego przed i po podaniu gaboxadolu/etomidatu. Dodatkowo, uwzględniono 

zróżnicowanie pomiędzy pojemnością komórek w poszczególnych grupach komórek 

nerwowych. Zróżnicowanie to może mieć wpływ na liczbę receptorów zaangażowanych w 

mediowanie prądów tonicznych, a co za tym idzie wpływ na rejestrowany przez 

eksperymentatora prąd toniczny. Aby zminimalizować wynikającą z tego faktu zmienność, 

rejestrowany prąd toniczny został znormalizowany do pojemności błony komórkowej, który 

był każdorazowy obliczany dla każdej z komórek na podstawie stałej czasowej błony oraz 

oporu wejścia. 
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Ryc. 4 Rycina przedstawiająca przykładowy pomiar prądu tonicznego. Podczas 

pomiarów stosowano TTX oraz DNQX. Linie nad przebiegiem wskazują na zastosowanie 

konkretnych związków farmakologicznych. Podanie etomidatu lub gaxadolu powoduje 

zwiększenie aktywności ekstrasynaptycznych receptorów GABAA mediujących 

GABAergiczny prąd toniczny. Podanie pikrotoksyny powoduje zablokowanie aktywności 

receptorów GABAA. Taki układ eksperymentalny pozwala wyznaczyć amplitudę prądu 

tonicznego jako stosunku zmiany linii bazowej przed i po podaniu pikrotoksyny. 

 

 

Dodatkowo, aby ocenić udział receptorów GABAA zawierających podjednostkę α5 w 

całkowitym GABAergicznym prądzie tonicznym, po podaniu etomidatu dodatkowo 

stosowaliśmy L-655,708 przed podaniem pikrotoksyny. Proporcja prądu mediowanego przez 

receptory α5GABAA została obliczona dla każdej komórki zgodnie ze wzorem ΔI L-

655,708/(ΔI L-655,708 + ΔI PTX) gdzie ΔI L-655,708 and ΔI PTX zostały oznaczone jako 

zmiany linii bazowej (rozumiane jako zmniejszenie prądów tonicznych) po potraktowaniu 

skrawków mózgowych tymi związkami. Aby zapewnić specyficzność działania na 

α5GABAA, zastosowano niskie, 20 nM stężenie L-655,708, ponieważ jego wyższe stężenia 
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mogą wpływać na aktywność innych synaptycznych oraz pozasynaptycznych receptorów 

GABAA. 

 

Ryc. 5 Rycina przedstawiająca pomiar prądu tonicznego wzmocnionego podaniem 

etomidatu z zastosowaniem L-655,708. Podczas pomiarów stosowano TTX oraz DNQX. 

Linie nad przebiegiem wskazują na zastosowanie konkretnych związków 

farmakologicznych. Podanie etomidatu powoduje zwiększenie aktywności 

ekstrasynaptycznych receptorów GABAA z podjednostkami β2 i β3. Po ustabilizowaniu się 

linii bazowej, podawano L-655,708, który w stężeniu 20 nM blokuje specyficznie część 

receptorów GABAA z podjednostką α5. Następnie, podawano pikrotoksynę aby zablokować 

całkowicie aktywność receptorów GABAA. Taki układ eksperymentalny pozwala wyłuskać 

potencjalne zmiany w udziale poszczególnych typów receptora GABAA w mediowanym 

przez nie prądzie tonicznym.  

 

5. Analiza statystyczna 

 

Badania zaprezentowane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej były 

zaplanowane w taki sposób, aby wygenerować grupy eksperymentalne równej wielkości. 

W każdej badanej grupie znajdowały się pomiary ze skrawków mózgowych zarówno 
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samic, jak i samców. Wielkość grupy (n) dla każdej z grup została zaplanowana w taki 

sposób, aby spełnione zostało kryterium mocy analizy statystycznej (β > 0,8). Do analizy 

danych wykorzystano program SigmaPlot (Systat Software). Dane na wykresach 

przedstawiono jako średnią ± SEM. Zestawy danych przeszły analizę normalności 

rozkładów (test Kolmogorova-Smirnova) oraz równości wariancji (test mediany Levene’a). 

Porównania między grupami przeprowadzono za pomocą niesparowanego oraz 

sparowanego test t-Studenta.  Różnice uznano za istotne statystycznie, gdy uzyskano 

wartość p < 0.05. 
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

 

Mózg posiada zdolność do zmian w tkance nerwowej, zwanej neuroplastycznością, która jest 

kluczowa dla jego prawidłowego funkcjonowania. W ostatnich latach wielu naukowców skupia się 

na badania transmisji hamującej, zwłaszcza jej plastycznego komponentu. Transmisja 

GABAergiczna, która jest rodzajem hamującej transmisji, odgrywa istotną rolę w utrzymaniu 

równowagi pomiędzy transmisją pobudzającą a hamującą, wpływając na procesy poznawcze, takie 

jak uczenie się i tworzenie pamięci. Istnieją dwie główne składowe tej transmisji: transmisja 

fazowa, która zachodzi w synapsach za pośrednictwem receptorów GABAA oraz transmisja 

toniczna, która zależy od receptorów zlokalizowanych poza synapsami. W hipokampie, prądy 

toniczne są mediowane przez receptory GABAA o różnym składzie podjednostkowym, przy czym 

receptory zawierające podjednostkę α5 lub δ są uważane za kluczowe w tym procesie. Badania 

wskazują, że receptory GABAA poza synapsami odgrywają istotną rolę w uczeniu się i tworzeniu 

pamięci zależnej od hipokampa.  

Niniejsza rozprawa doktorska miała na celu sprawdzenie czy transmisja toniczna, podobnie 

jak synaptyczna, podlega zmianom plastycznym. W ramach realizacji tego celu wykorzystano 

model plastyczności transmisji GABAergicznej zależnej od receptorów NMDA, myszy 

transgeniczne oraz myszy typu dzikiego, aby opisać zmiany plastyczne w transmisji tonicznej 

zależne od typu komórki. Odkryto, że GABAergiczny prąd toniczny nie tylko podlega procesom 

plastycznym, ale również, że obserwowana plastyczność jest zależna od typu komórki. 

Zgodnie z założeniami pracy doktorskiej, w pierwszej kolejności zajęto się wpływem 

indukcji plastyczności na ekstrasynaptyczne prądy toniczne w komórkach piramidowych regionu 

CA1 hipokampa myszy. Odkryto, że plastyczność zależna od receptorów NMDA wiąże się ze 

znacznym wzrostem prądu tonu GABAergicznego w komórkach piramidowych hipokampa. Ten 

efekt był związany z większym udziałem receptorów GABAA zawierających podjednostkę α5, 

podczas gdy pula receptorów z podjednostką δ nie uległa zmianie. Inne badania wskazują na fakt, 

że podczas indukcji plastyczności transmisji hamującej receptory α5GABAA migrują do synaps 

hamujących, wzmacniając ich potencjał. Badania prezentowane w ramach niniejszej doktorskiej 

wskazują, że ekstrasynaptyczna pula receptorów α5GABAA, które w przypadku komórek 
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piramidowych odpowiadają za zdecydowaną większość mediowanego prądu tonicznego, zwiększa 

się, co prawdopodobnie wynika z egzocytozy receptorów. 

Drugim zagadnieniem poruszonym w niniejszej pracy doktorskiej było zbadanie efektów 

indukcji plastyczności w różnych typach interneuronów hipokampa. Dzięki zastosowaniu 

specyficznej farmakologii udało się wykazać, że prądy toniczne w interneuronach w dużym stopniu 

podlegają zależnym od typu komórki procesom plastycznym. Interneurony somatostatynowe, które 

unerwiają dendryty komórek piramidowych w stratum lacunosum-moleculare, charakteryzowały 

się, podobnym do komórek piramidowych, kierunkiem zmian plastycznych. Krótkotrwałe podanie 

NMDA skutkowało wzmocnieniem GABAergicznego prądu tonicznego w interneuronach SST+, 

a wynikało to ze zwiększenia puli receptorów α5GABAA. Co interesujące, pula receptorów δ 

GABAA nie została naruszona, mimo faktu, że to δGABAA są odpowiedzialne za mediowanie 

większości transmisji tonicznej w interneuronach. Jednocześnie, ten sam protokół indukcji 

plastyczności wywołał zmniejszenie prądów tonicznych w interneuronach parwalbuminowych 

(PV+). Wykazano, że ten spadek wynikał ze zmniejszenia puli receptorów δGABAA. W związku 

z faktem, że receptorów δGABAA zaangażowanych w mediowany prąd toniczny było mniej, 

zaobserwowano również zwiększenie udziału receptorów GABAA z podjednostką α5. 

Wyniki te wskazują, że plastyczność transmisji tonicznej jest nowym aspektem 

neuroplastyczności, a jej mechanizmy zależą od typu neuronu oraz równowagi pomiędzy 

receptorami GABAA zawierającymi podjednostki α5 i δ. Dodatkowo, aspekty dotyczące wpływu 

indukcji plastyczności oraz aktywności integryn na transmisję GABAergiczną w hipokampie 

omówione zostały w publikacji niewchodzącej w skład tej pracy doktorskiej. W wymienionej pracy 

pokazujemy krótkotrwałe podanie NMDA wywołuje wzmocnienie transmisji hamującej (iLTP) w 

interneuronach SST+ oraz jej osłabienie w interneuronach PV+. W rezultacie, obserwujemy 

sumowanie się analogicznych zmian w sygnalizacji fazowej oraz tonicznej w badanych typach 

komórek nerwowych. W hipokampie, interneurony PV+ unerwiają głównie ciała komórkowe 

komórek piramidowych, a ze względu na swoją hamującą naturę, obserwacja zmniejszenia 

hamowania w tych komórkach może prowadzić do bardziej skutecznego hamowania komórek 

piramidowych. Z kolei interneurony SST+ regulują przewodnictwo dendrytyczne poprzez 

tworzenie wypustek w oddaleniu od ciała komórkowego komórek piramidowych. Obserwując 

wzmożenie prądu tonicznego po indukcji plastyczności w interneuronach zawierających 



55 
 

somatostatynę, bardzo prawdopodobną wydaje się być hipoteza o zmniejszeniu hamowania 

zwrotnego na komórkach piramidowych. 

Podsumowując, badania przedstawione w ramach niniejszej pracy doktorskiej, wskazują na 

kluczową rolę ekstrasynaptycznych receptorów GABAA w modulacji transmisji hamującej i 

wpływie na funkcjonowanie sieci neuronalnych. Wyniki uzyskano w oparciu o szeroko zakrojone 

badania elektrofizjologiczne z wykorzystaniem specyficznej wobec konkretnych typów receptora 

GABAA farmakologii. Uzyskana wiedza może być wykorzystana podczas kolejnych prób 

zrozumienia molekularnych podstaw funkcjonowania sieci neuronalnych, prowadząc tym samym 

do zrozumienia działania układu nerwowego. 
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