WPLYW MODYFIKACJI MACIERZY ZEWNATRZKOMORKOWEJ
NA PLASTYCZNOSC SYNAPTYCZNA PROJEKCJI
HIPOKAMPALNEJ WEOKNA MSZYSTE — CA3

Jedna z najwazniejszych i najbardziej fascynujacych wlasciwosci moézgu jest zjawisko
plastycznosci synaptycznej, czyli zdolno$¢ modyfikowania sity synaps w odpowiedzi na
zmiane aktywnosci sieci neuronalnej. Postuluje si¢, ze plastyczno$¢ ta jest substratem
proceséw odpowiedzialnych za uczenie si¢ i zapamigtywanie poprzez formowanie engraméw
pamigciowych w sieciach neuronalnych. Celem zaprezentowanych badan jest poznanie roli,
jaka pelnig bialka z rodziny metaloproteinaz modyfikujacych macierz zewnatrzkomérkowa
(MMP) w procesach plastycznos$ci synaptycznej. W niniejszej rozprawie zbadano i opisano
wplyw proteolizy perysynaptycznej zaleznej od MMP na indukcje 1 konsolidacje
dhugotrwalego wzmocnienia synaptycznego (LTP) w hipokampie. Okazuje sig¢, ze
w projekcjach CA3-CA1 oraz widkna mszyste — rejon CA3 (MF-CA3) o diametralnie réznej
funkcji i morfologii ekspresja LTP zalezy do aktywnosci proteazy MMP-9. Rezultat ten
sugeruje, ze udzial proteazy MMP-9 w mechanizmach plastycznosci synaptycznej ma
charakter uniwersalny, pomimo réznic w mechanizmach indukcji 1 ekspresji LTP
w poszczegblnych projekcjach neuronalnych (Wiera i wsp., 2012). W ramach prowadzonych
badan dowiedziono réwniez, ze LTP w projekcji MF-CA3 jest uposledzone w podobnym
stopniu w sytuacji braku (myszy KO) oraz przy znacznym nadmiarze (transgeniczne szczury
nadekspresjonujace MMP-9) aktywnej proteazy (Wiera i wsp., 2013). Rownoczesnie,
w obecno$ci egzogennej proteazy MMP-9 podanej na skrawek obserwowano stopniowe
samoistne wzmocnienie synaps MF-CA3, ktoére okludowalo z rozmiarem indukowanego
pozniej LTP. Sugeruje to, iz do indukcji prawidtowego LTP w hipokampie, niezbedny jest
wilasciwy i precyzyjnie zbilansowany poziom aktywnosci kluczowej proteazy MMP-9.

Prowadzone badania  wykazaly réwniez, ze sposrdd metaloproteinaz
ekspresjonowanych w moézgu, oprocz MMP-9 réwniez proteaza MMP-3 uczestniczy
w molekularnych mechanizmach regulujacych plastyczno$¢ synaptyczng. W skrawkach
mézgowych myszy pozbawionych proteazy MMP-3 (KO) zarejestrowano uposledzenie fazy
konsolidacji LTP. Ponadto stosujac zymografi¢ kazeinowa in situ zaobserwowano aktywnos¢
glownie proteazy MMP-3 w neuropilu rejonu CAl. Pokazano réwniez, ze proteoliza
perysynaptyczna zalezna od proteazy MMP-3 reguluje dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne

wplywajac na funkcje napieciowozaleznych kanatéw wapniowych typu L lub aktywowanych
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przez nie szlakéw sygnatowych. Podsumowujac, wyniki zawarte w niniejszej rozprawie
rzucajg nowe Swiatlo na zagadnienie roli proteolizy w procesach plastycznosci synaptycznej,

a tym samym i uczenia si¢ oraz pamigci.
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IMPACT OF EXTRACELLULAR MATRIX MODIFICATIONS ON SYNAPTIC
PLASTICITY IN MOSSY FIBER — CA3 HIPPOCAMPAL PROJECTION

Metalloproteinases (MMPs) have been shown to play a crucial role in the synaptic plasticity
and cognitive processes. The main goal of this thesis is to describe the role of specific MMP
proteases in hippocampal synaptic plasticity. It has been demonstrated, that both, specific
MMP-9 pharmacological blockade and genetic knock-out of this enzyme were shown to
impair LTP consolidation in two hippocampal projections: mossy fiber (MF)-CA3 and CA3-
CA1 which profoundly differ in LTP induction and expression sites and mechanisms. Next, it
has been addressed how plasticity in MF-CA3 pathway correlates with activity and expression
of MMP-9. Using in situ zymography it was shown that LTP induction is associated with
increased gelatinases activity both in neuropil of CA3 field and cytoplasmic neuronal
compartment. Using gel gelatin zymography, and immunofluorescent staining it was found
that LTP induction in MF-CA3 pathway leads to de novo synthesis and activation of MMP-9.
Additionally, it was checked how manipulations in endogenous MMP-9 affect LTP and to this
end MMP-9 KO and overexperssing animal models were used. Interestingly, the maintenance
of LTP induced in slices from knock-out mice and overexpressing rats was nearly abolished
but in KO group, LTP could be rescued by administration of exogenous active MMP-9. This
indicates that physiological LTP maintenance in MF-CA3 pathway requires fine-tuned
MMP-9 activity.

It is known that long-term synaptic plasticity may involve different MMPs raising the
question about their specific roles. One of main goals of this study was to address the
functions of MMP-3 protease in synaptic plasticity in different hippocampal projections.
Overall, presented here experimental evidences indicate that activity of the MMP-3 protease
is necessary for NMDA receptor-independent LTP in area CAl but not in area CA3 and
suggest a divergence in the signaling cascades underlying LTP induction in these
hippocampal subregions. Moreover, MMP-3 protein application induced a rapid
autopotentiation of synaptic response in CA3-CAl pathway. Altogether, presented thesis
shows that MMP-9 plays a crucial role in consolidation of neuronal plasticity in the
hippocampus. Additionally we presented strong evidence that MMP-3 protease is also
involved in the hippocampal plasticity in L-type VDCC-dependent manner. In a broader
context, presented results make a contribution to a comprehensive understanding of how all of

the various extracellular proteases that affects synaptic plasticity or memory work together to
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regulate brain functions.




