STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIE]
Wplyw interakcji macierzy zewnatrzkomdérkowej, biatek adhezyjnych i proteaz
na plastycznos¢ GABAergicznej transmisji hamujacej w hipokampie

Zachodzgce w mézgu procesy takie jak uczenie sie i przechowywanie informacji jest
jednym z najbardziej fascynujgcych zagadniet we wspotczesnej neuronauce. Rozwikfanie
I zrozumienie mechanizméw tych proceséw opiera sie przede wszystkim na zatozeniu, Ze sita
potaczen synaptycznych pomiedzy neuronami wspottworzacymi obwody neuronalne, moze byé
regulowana. Ta niezwykla zdolno$¢ do modyfikacji sity polaczeri okreslana jest jako
plastycznos¢ synaptyczna i stanowi substrat dla proceséw pamigciowych. Dla prawidiowego
funkcjonowania tych proceséw niezbedne jest zachowanie odpowiedniej réwnowagi pomiedzy
pobudzeniem a hamowaniem, we wspéttworzonej zaréwno przez neurony pobudzajace jak
i hamujace, sieci neuronalnej. Z cala pewnoscia, dotychczas zdecydowanie mniej wiadomo na
temat zaangazowania interneurondw GABAergicznych (neurony hamuijgce) w tworzenie
$ladéw pamieciowych (engraméw), w poréwnaniu do neuronéw pobudzajacych. Odpowiedz
na pytanie jak kontrolowana jest aktywnos$¢ neuronalna za posrednictwem dtugotrwatych
zmian w obrebie synaps GABAergicznych, wymaga zatem dogltebnego zrozumienia
molekularnych mechanizmdw sterujacych zjawiskami plastycznymi w synapsach hamujgcych.,

W niniejszej pracy skupiono sie na zbadaniu zaangazowania odmiennych elementéw
wchodzacych w sktad synapsy, na zjawisko diugotrwalego wzmocnienia w synapsach
GABAergicznych (zjawisko ILTP, ang. inhibitory long-term potentiation). Metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomérkowej (MMP) sg zaliczane do skiadnikéw macierzy komdrkowesj.
Struktura ta, ze wzgledu na istotne zaangazowanie w wiele procesdw zachodzacych w obrebie
synaps, uwazana jest za jej nieodigczng cze$¢. Dzieki zastosowaniu techniki rejestraci
z pojedynczych komérek (ang. whole-cell patch-clamp) a takze wykorzystujgc oznaczenia
immunofluorescencyjne, wykazano po raz pierwszy, ze aktywno$¢ metaloproteinazy-3
(MMP-3) jest kluczowa dla indukcji i utrzymania zjawiska iLTP. Majgc wiec na uwadze, ze
zmieniona aktywnos$¢ wielu metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej, w tym MMP-3,
jest obserwowana w réznorodnych zaburzeniach neurologicznych (choroba Alzheimera,
Parkinsona), poznanie roli MMP-3 w plastycznosci hamujacej moze przyczynié sie do lepszego
zrozumienia funkcjonowania mézgu w warunkach patologicznych.

W czasie intensywnej przebudowy uktadu nerwowego, np. podczas zjawisk plastycznych,
jednym z kluczowych etapow jest aktywacja wewnatrzkomdrkowych $ciezek sygnatowych
zaleznych od integryn. Rozpoczyna ona m.in. reorganizacje struktury synaps, dzieki czemu
mozliwe jest utrzymanie diugotrwatych zmian. O ile funkcja integryn w synapsach
pobudzajgcych jest dobrze poznana, to ich zaangazowanie w zjawiska cbecne w synapsach
hamujgcych nie jest dogiebnie wyjasnione. W ninigjszych badaniach postuzono sie
oznaczeniami immunofluorescencyjnymi, w ktorych wykorzystano specyficzne przeciwciata
rozpoznajgce integryny z podjednostkg B1 i 83 ale tylko w ich aktywnej, otwartej konformacji.
Wykazano tym samym, ze podczas zjawiska iLTP, w sasiedztwie synaps hamujgcych, dochodzi
wyjatkowo do aktywacji integryn aBl. Moze to zatem wskazywac na kluczows role tego typu
integryn w molekularnym mechanizmie indukcji zjawiska dtugotrwatego wzmocnienia
w synapsach GABAergicznych.

Czasteczki adhezji miedzykomdrkowej koordynujg funkcjonowanie sieci neuronalnych, bedac
zaangazowane zarowno w tworzenie jak i przebudowe potaczen synaptycznych. Neuroligina-2
jest postsynaptycznym biatkiem adhezyjnym, ktére poprzez oddziatywania z presynaptyczng
neureksyng, uczestniczy specyficznie w tworzeniu synaps hamujacych na komdrkach



piramidowych. Wykazano, Ze zablokowanie mozliwosci tworzenia miedzysynaptycznego
kompleksu neureksyna-neuroligina-2 podczas reorganizacji synapsy GABAergicznej, istotnie
zmniejsza prawdopodobienstwo wystapienia zjawiska iLTP. Taka intensywna przebudowa
synapsy, po indukcji badanego zjawiska iLTP, trwa okoto 12 min, za$ jej efektem jest m.in.
utworzenie stabilnych komplekséw neureksyny z neuroliging-2 w powiekszonej synapsie
GABAergicznej. Poniewaz zaburzenia zwigzane z brakiem funkcjonainej neuroliginy-2
w ukfadzie nerwowym sg coraz czesciej dokumentowane, odpowiedz na pytanie
0 zaangazowanie neuroliginy w zjawiska plastyczne a tym samym wyzsze funkcje poznawcze,
moze stanowi¢ podstawe dla rozwoju terapii w kierunku leczenia zaburzen
neuropsychiatrycznych.

Z uwagi na fakt, ze transmisja GABAergiczna stanowi kluczowy element ksztattujgcy
aktywnos¢ sieci neuronalnych, poznanie molekularnych podstaw zjawisk plastycznych
w synapsach hamujgcych pozwoli na lepsze zrozumienie funkcjonowania uktadu nerwowego
w warunkach fizjologicznych jak i patologicznych.
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ABSTRACT OF DOCTORAL THESIS
Impact of the interaction between the extracellular matrix, adhesion proteins, and proteases
on the inhibitory GABAergic transmission in the hippocampus

Brain processes such as learning and memory are one of the most fascinating issues
in modern neuroscience. Understanding the mechanisms of these processes is based on the
assumption that the strength of synaptic connections can be regulated. This remarkable ability
to modify the strength of connections is known as synaptic plasticity and is a substrate for
memory formation. For the proper functioning of the brain, it is crucial to maintain an
appropriate balance between excitation and inhibition in the neural circuits. Currently, much
less is known about the involvement of GABAergic interneurons (inhibitory neurons) in the
formation of memory traces (engrams) compared to excitatory neurons. Therefore, the answer
to the question of how neuronal activity is controlled through long-term changes within
GABAergic synapses requires an in-depth understanding of the molecular mechanisms
controlling plasticty phenomena in inhibitory synapses.

The present study focuses on analyzing the involvement of different elements of the
GABAergic synapse in the phenomenon called long-term potentiation (iLTP). Matrix
metalloproteinases (MMPs) are components of the extracellular matrix, which is considered as
an integral part of synapses. The experiments were carried out using the whole-cell patch-
clamp technique and immunofluorescence assays. The current studies found that the activity
of metalloproteinase-3 (MMP-3) is crucial for the induction and maintenance of the iLTP.
Therefore, bearing in mind that the altered activity of different matrix metalloproteinases,
including MMP-3, is observed in a variety of neurological disorders (Alzheimer's disease,
Parkinson's disease), an understanding of the role of MMP-3 in inhibitory plasticity may lead
to a better insight into the brain under pathological conditions.

During the intensive remodeling of the nervous system, e.g. after plasticity induction,
one of the key steps is the activation of integrin-dependent intracellular signaling pathways.
It gives rise to the reorganization of the synaptic structure, making it possible to maintain long-
term changes. While the function of integrins at excitatory synapses is well understood, their
involvement in the phenomena observed at inhibitory synapses is not fully understood. In this
study, immunofluorescence assays were used. The experiments were run using specific
antibodies recognizing integrins with the Bl and B3 subunit only in their active, open
conformation. This analysis shows that during the iLTP, in the vicinity of inhibitory synapses,
the apl integrins are exceptionally activated. Taken together, these results suggest a crucial
role of aBl integrins in the molecular mechanism of the long-term potentiation in GABAergic
synapses.

Trans-synaptic adhesion molecules coordinate the functioning of neural circuit, being
involved in both the formation and remodeling of synaptic connections. Neuroligin-2
is a postsynaptic adhesion protein that, through interactions with presynaptic neurexin,
is involved in the formation of inhibitory synapses on pyramidal cells. It has been shown that
blocking the possibility of the formation of the trans-synaptic neurexin-neuroligin-2 complex
during the reorganization of the GABAergic synapse significantly reduces the likelihood of the
iLTP occurrence. Such an intensive reconstruction of the synapse, after induction of the iLTP,
takes about 12 minutes, and its effect is, among others, the formation of stable complexes of
neurexin with neuroligin-2 in an enlarged GABAergic synapse. Since neurological disorders
related to the lack of functional neuroligin-2 are increasingly documented, understanding the
role of neuroligin in plasticity phenomena and therefore in higher cognitive functions



is important. Additionally, it might be crucial for the development of new therapies concerning
neuropsychiatric disorders.

Because GABAergic transmission is a key element shaping the activity of neural circuit,
understanding the molecular basis of plasticity phenomena in inhibitory synapses will extend
our knowledge of the functioning of the nervous system in physiological and pathological
conditions.
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