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Streszczenie

Plastyczno$¢ synaps glutaminianergicznych grzbietowej czeSci pola CAl
(dCA1) hipokampa uwazana jest za neuronalne podioze proceséw poznawczych
angazujacych informacje przestrzenng. Ze wzgledu na upoSledzone dziatanie
hipokampa u starszych osobnikéw, wcigz pozostaje niewyjasnione w jaki sposob
starsze zwierzeta i ludzie w podesztym wieku dokonujg wyboréw przestrzennych,
czyli takich, w ktérych wykorzystujg informacje przestrzenng do rozrdznienia
identycznych obiektéw znajdujacych sie w réznych lokalizacjach. W niniejsze;j
dysertacji wykorzystatam klatke IntelliCage do badania procesé6w behawioralnych,
ktére wspieraja wybory przestrzenne starszych samic myszy Zyjacych w grupie.
Miarg zachodzacej plastyczno$ci synaptycznej indukowanej w czasie treningu byty
zmiany morfologii kolcow dendrytycznych i ekspresji jednego z najliczniej
wystepujacych  biatek rusztowania synapsy glutaminianergicznej, PSD-95
(ang. postsynaptic density protein 95; biatko zageszczenia postsynaptycznego 95).
Biatko PSD-95 reguluje funkcje synaps, a obnizenie jego poziomu zaburza transmisje
poprzez receptory AMPA (aktywowane przez kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolopropionowy) i NMDA (aktywowane przez kwas N-metylo-D-asparaginowy)
dla glutaminianu.

Zaobserwowatam, Ze trening wyboru przestrzennego indukowat skorelowane
kurczenie sie kolcow dendrytycznych i obnizenie poziomu biatka PSD-95 w dCA1l
u miodych dorostych myszy. Co wiecej, zmniejszenie syntezy PSD-95 w neuronach
dCA1, za pomocg shRNA wprowadzanego do komoérek z uzyciem wektorow
lentiwirusowych kodujacych krotka szpilke specyficzng dla mRNA PSD-95 (ang. short
hairpin RNA, shRNA), zaburzyto wyboér naroznika z nagroda, podczas gdy preferencja
nagrody pozostata niezmieniona. Z kolei, zwiekszona ekspresja zmutowanej wersji
biatka PSD-95, w wariancie w ktdrym Seryna 73 zostata zamieniona na Alanine
uniemozliwiajgc fosforylacje tej reszty aminokwasowej (PSD95_S73A) oraz
dysocjacje PSD-95 od receptorow NMDA, skutkowata zaréwno zaburzeniami
w podejmowaniu decyzji przestrzennych, jak i nasilita nawykowe zachowania
perseweracyjne oraz ostabita patrolowanie $rodowiska.

Starsze myszy, natomiast, stosowaty strategie behawioralne charakteryzujace

sie zwiekszong tendencja do wizyt perseweracyjnych i interakcji spotecznych.



Ta strategia doprowadzita do wyksztatcenia duzej preferencji naroznika z nagroda,
a dosSwiadczenie treningu ostabito korelacje miedzy poziomem biatka PSD-95
i wielkoScig kolcow dendrytycznych. Co wiecej, obnizenie poziomu biatka PSD-95
w dCA1 nie zaburzyto skutecznos$ci wyboru przestrzennego ani preferencji nagrody
przez stare myszy.

Przedstawione dane wskazuja zatem, iz mtode myszy, aby dokonywac
wtasciwych wyboréw przestrzennych, wymagaja plastycznosci synaptycznej w dCA1
zaleznej od PSD-95, podczas gdy stare zwierzeta kieruja sie strategia niezalezng od
poziomu biatka PSD-95 w regionie dCA1l, polegajaca na obserwacji swoich
wspotlokatoréw z klatki i trzymania sie preferowanego naroznika w poszukiwaniu
nagrody. Podsumowujac, wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie wskazujg, ze
starsze myszy 1gcza alternatywne strategie behawioralne i neuronalne w celu

zdobycia nagrody w ztoZonym $rodowisku.



Abstract

Cognitive processes that require spatial information rely on synaptic plasticity
in the dorsal CA1 area of the hippocampus (dCA1). Since the function of the
hippocampus is impaired in aged individuals, it remains unknown how aged animals
make spatial choices - choices that require spatial information to distinguish between
identical objects with different locations. Here, we used IntelliCage to study
behavioural processes that support spatial choices of aged female mice living in a
group. As a proxy of training-induced synaptic plasticity, we analysed the morphology
of dendritic spines and expression of one of the most abundant synaptic scaffold
proteins, PSD-95 (postsynaptic density protein 95).

We observed that spatial choice training in young adult mice induced
correlated shrinkage of dendritic spines and downregulation of PSD-95 in dCAl.
Moreover, long-term depletion of PSD-95 by shRNA (short hairpin RNA, shPSD95) in
dCA1 limited correct choices to a reward corner, while reward preference was intact.
Moreover, overexpression of the mutant form of PSD-95, with Serine 73 substituted
by Alanine (PSD95_S73A) preventing phosphorylation that is required for PSD-95
dissociation from NMDAR, impaired mice behaviour during spatial training and

increased frequency of perseverative behaviors and patrolling.

In contrast, old mice used behavioural strategies characterised by an increased
tendency for perseverative visits and social interactions. This strategy resulted
in a robust preference for the reward corner during the spatial choice task. Moreover,
training decreased the correlation between PSD-95 expression and the size of
dendritic spines. Furthermore, PSD-95 depletion by dCA1-targeted shPSD95 did not
impair place choice or reward preference in old mice. Thus, my data indicate that
while young mice require PSD-95-dependent synaptic plasticity in dCA1 to make
correct spatial choices, old animals observe cage-mates and stick to a preferred
corner to seek the reward. This strategy is resistant to the depletion of PSD-95 in the
CA1 area. Overall, my study demonstrates that aged mice combine alternative
behavioural and molecular strategies to approach and consume rewards in a complex

environment.



Wykaz stosowanych skrotow

AAMI - (ang. age-associated memory impairment) zaburzenia pamieci zwigzane
z wiekiem

AAV - (ang. adeno-associated virus) wirusy zwigzane z adenowirusami

AMPA - (ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) kwas o-amino-
3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy

AMPAR - (ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor)
receptor AMPA (aktywowany przez kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolopropionowy)

AP - (ang. anterioposterior) przednio-tylny

CaMKII - (ang. calcium/calmodulin-dependent kinase II) kinaza zalezna od wapnia
i kalmoduliny typu II

DAPI - (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole) barwnik fluorescencyjny wigzacy sie do
DNA

dCA1 - (ang. dorsal CA1) pole CA1 w grzbietowej czesci hipokampa
DG - (ang. dentate gyrus) zakret zebaty hipokampa

DV - (ang. dorsoventral) grzbietowo-brzuszny

EC - (ang. entorhinal cortex) kora Srodwechowa/entorynalna
EDTA - (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) kwas wersenowy

EPSP - (ang. excitatory postsynaptic potential) pobudzajacy potencjat
postsynaptyczny

GFP - (ang. green fluorescent protein) biatko zielonej fluorescencji

IQR - (ang. interquartile range) zakres miedzykwartylowy

LTD - (ang. long-term depression) dtugotrwate ostabienie synaptyczne
LTP - (ang. long-term potentiation) dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne
LV - (ang. lentivirus) lentiwirus

MAGUK - (ang. membrane-associated guanylate kinase) kinaza guanylanowa zwigzana
z btong

MGV - (ang. mean grey value) Srednia warto$¢ w skali szarosci



MIS - (ang. multi-innervated spines) kolce dendrytyczne o ztoZonym unerwieniu
ML - (ang. medial-lateral ) przysrodkowo-boczny

NAc - (ang. nucleus accumbens) jadro potlezace

NaN3 - (ang. sodium azide) azydek sodu

NDS - (ang. normal donkey serum) roztwor surowicy o$lej

NeuN - (ang. neuronal nuclei antigen) biatka jadrowe specyficzne dla dojrzatych
neuronéw; marker neuronalny

NMDA - (ang. N-methyl-D-aspartic acid) kwas N-metylo-D-asparaginowy

NMDAR - (ang. N-methyl-D-aspartate receptor) receptor NMDA (aktywowany przez
kwas N-metylo-D-asparaginowy)

PBS - (ang. phosphate-buffered saline) buforowana fosforanem sél fizjologiczna
PFA - (ang. paraformaldehyde) paraformaldehyd

PCR - (ang. polymerase chain reaction) reakcja tanncuchowa polimerazy

PSD - (ang. postsynaptic density) zageszczenie postsynaptyczne

PSD-95 - (ang. postsynaptic density protein 95) biatko zageszczenia
postsynaptycznego 95

SEM - (ang. standard error of measurements) btad standardowy Sredniej

shRNA - (ang. short-hairpin RNA) krétka sekwencja RNA o strukturze szpilki do
wtosow

StLM - (tac. stratum lacunosum-moleculare) warstwa jamisto-drobinowa
StOri - (tac. stratum oriens) warstwa poczatkowa
StPyr - (ac. stratum pyramidale) warstwa piramidowa

StRad - (fac. stratum radiatum) warstwa promienista



1. Wstep

1.1. Hipokamp

Formacja hipokampa jest czeScia przysrodkowych ptatéw skroniowych
i elementem uktadu limbicznego (Rycina 1) (Squire, 1992). Bierze ona udziat
W uczeniu sie i zapamietywaniu, a takze w przetwarzaniu bodZcéw emocjonalnych
i regulacji reakcji na stres. Pomimo wystepowania podobnych typéw komédrek
w grzbietowych i brzusznych regionach hipokampa (Rycina 1B), réznig sie one
projekcjami wstepujagcymi i wychodzacymi, a takze pelnig odmienne funkcje
(Fanselow i Dong, 2010). Hipokamp grzbietowy, odpowiadajacy hipokampowi
tylnemu u naczelnych, jest $ciSle powigzany z funkcjami poznawczymi i ich
zaburzeniami zwigzanymi z wiekiem. Hipokamp brzuszny (przedni obszar
u naczelnych) jest natomiast zaangazowany w regulacje standw emocjonalnych
(np. stresu, leku, gniewu) i podatnosci na zaburzenia afektywne (Fanselow i Dong,
2010).

Formacja hipokampa sktada sie z hipokampa wtasciwego w ramach ktorego
wyroznia sie pola CA1l, CA2 i CA3 (w niniejszej rozprawie oKkreslane jako
yhipokamp”), zakretu zebatego i podktadki (Ilersen i in., 2007). W polu CAl
hipokampa dominujgcym typem morfologicznym neuronow sga neurony piramidowe
(Rycina 1D), ktore sg jednymi z najlepiej opisanych komorek uktadu nerwowego. Ich
charakterystyczne ciata o ksztatcie trojkata potozone sg obok siebie tworzac warstwe
piramidowa (tac. stratum pyramidale). Jedna czeS¢ dendrytéw, zwanych
podstawnymi, odchodzi w kierunku podstawnym tworzgc warstwe poczatkowa
(tac. stratum oriens). Pozostate dendryty, zwane wierzchotkowymi, odchodza
w kierunku szczytowym tworzac warstwe promienista (tac. stratum radiatum)
i konczg sie w warstwie jamisto-drobinowej (tac. stratum lacunosum-moleculare).
Aksony komorek zakretu zebatego zwane wtéknami kiciastymi (ang. mossy fibers)
wysytajg sygnat do obszaru CA3, z ktérego komoérki piramidalne projektuja do pola
CA1, gtéwnie warstwy promienistej, poprzez aksony zwane kolateralami Schaffera
(ang. Schaffer collaterals). Kolejna $ciezka, zwana droga przeszywajaca, wysyta
projekcje bezposrednio z neuronéw z warstwy Il kory sr6dwechowej/entorynalnej
(EC) do komorek ziarnistych zakretu zebatego (DG) i pola CA3 hipokampa, a do pola
CA1 z warstwy III EC (Rycina 1C).

10


https://www.zotero.org/google-docs/?QErl0W
https://www.zotero.org/google-docs/?Mgqwu3
https://www.zotero.org/google-docs/?I69miF
https://www.zotero.org/google-docs/?I69miF
https://www.zotero.org/google-docs/?00smG9

£
StOri
Dendryty
podstawne

Ll
StPyr

B. grzbietowa czes¢ hipokampa

moézdzek

brzuszna czesc hipokampa

StRad

\ opuszka wechowa
,

Dendryty
wierzchotkowe

StLM

e
Droga
przeszywajgca

Rycina 1. PoloZenie i budowa hipokampa. A. PotoZenie hipokampa w mézgu cztowieka.
B. Lokalizacja hipokampa w moézgu myszy z wyrdzniong czeScig brzuszng i grzbietowaq
(zmodyfikowane za: https://sylvainwilliams.ca/research/). C. Obwody w formacji
hipokampa. D. Drzewo dendrytyczne neuronu piramidalnego CA1l. Dendryty podstawne
wystepuja w warstwie poczatkowej (stratum oriens, StOri), natomiast dendryty
wierzchotkowe tworza warstwe promienista (stratum radiatum, StRad) oraz warstwe
jamisto-drobinowa (stratum lacunosum-moleculare, StLM). Warstwa cial komorek tworzy
warstwe piramidowg (stratum pyramidale, StPyr).

Zwigzek miedzy przySrodkowymi ptatami skroniowymi a pamiecia, zostat po
raz pierwszy wskazany przez Scoville i Milnera w 1957 roku w wyniku ich oceny
pacjenta H.M., Henriego Molaison’a. W celu ztagodzenia nieuleczalnej epilepsji,
pacjent HM. w wieku 27 lat przeszedt rozlegla, obustronng lobektomie
przysrodkowo-skroniowa w ramach ktorej usunieto wiekszg czes$¢ jego hipokampa.
Zabieg chirurgiczny zmniejszyt liczbe napadow, jednak H.M. utracit zdolnos$¢ do
tworzenia nowych wspomnien epizodycznych i obserwowano u niego trudnosci
z orientacjg przestrzenng (Scoville i Milner, 1957). W czasie gdy hipokamp zaczynat

by¢ uznawany za oSrodek formowania pamieci u naczelnych, przetomowa seria

badan na gryzoniach wykazata, Ze aktywno$¢ neuronéw hipokampa zalezy od
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lokalizacji zwierzecia w przestrzeni. Pierwszy dowdd potwierdzajacy funkcje
hipokampa w tworzeniu reprezentacji przestrzeni pojawit sie w 1971 r., kiedy
0O'Keefe i Dostrovsky poinformowali, Ze pewien podzbiér neuronéw hipokampa jest
aktywowany, gdy szczury zajmowaty okres$lone miejsce w Srodowisku (O’Keefe
i Dostrovsky, 1971). Neurony te nazwano komdrkami miejsca i okazaly sie
wystepowa¢ w catym hipokampie (Jung i McNaughton, 1993; Muller i in., 1987;
O’Keefe, 1976; Wood i in.,, 1999). Co wiecej, badania nastepstw lezji hipokampa
szczura ujawnity specyficzny deficyt w zadaniach pamieciowych opartych na
nawigacji, dodatkowo potwierdzajgc role hipokampa w przetwarzaniu informacji
przestrzennych (Mishkin, 1978; Morris i in., 1982; Olton i Paras, 1979). Opierajac sie
na tych odkryciach, O’Keefe i Nadel zaproponowali, ze hipokamp tworzy mape
przestrzeni, w ktorej komoérki miejsca kodujg informacje pozwalajac zwierzeciu na
lokalizacje swojego ciata w srodowisku (O’Keefe i Nadel, 1978).

0Od tego czasu wiele badan wykazato, Zze aktywno$¢ neuronéw w hipokampie
moze reprezentowac znacznie wiecej niz tylko potozenie przestrzenne, w tym
aspekty informacji kontekstowej, rozpoznawania obiektéw i czasu (Eichenbaum i in.,
1987; Hok i in., 2007; Manns i Eichenbaum, 2009; Moita i in., 2003; Pastalkova i in.,
2008; Young i in., 1994). Badania na gryzoniach wykazaty, ze hipokamp bierze udziat
w zapamietywaniu informacji ,co” i ,kiedy” podczas zapamietywania sekwencji
zapachéw (Fortin i in., 2002; Kesner i in., 2002), informacji ,gdzie” i ,kiedy”
w zapamietywaniu sekwencji nagradzanych miejsc (Chiba i in., 1994; Kesner i Novak,

).

1982) oraz informacje ,co” i ,gdzie” w zapamietywaniu smaku znalezionego
w okre$lonym miejscu (Day i in., 2003). Przyktadowo, poza rozpoznawaniem miejsc
stuzacym do tworzenia trajektorii przestrzennych, hipokamp moze wigza¢ wiele
réoznych znaczen obiektow z konkretnym kontekstem (Komorowski i in., 2009),
a nastepnie taczy¢ serie zdarzen w okreslonej kolejnosci w czasie do reprezentacji
ztozonego doswiadczenia (Allen i in., 2016). Obserwacje te doprowadzity do
rozszerzenia oryginalnej teorii przestrzennej mapy poznawczej, opisujgcej sieci
hipokampa jako bardziej ogélny system przetwarzania relacji, ktéry umozliwia
szybkie skojarzenie przestrzennych, czasowych i konceptualnych aspektow

doswiadczenia (gdzie, kiedy, co) (Eichenbaum i in., 2012; Eichenbaum i Cohen, 2001).

Ta perspektywa stuzy ujednoliceniu ogdélnej roli hipokampa w tworzeniu pamieci
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z badan na ludziach i naczelnych z obszernymi badaniami funkcji przetwarzania
przestrzennego w do$wiadczeniach na gryzoniach.

Zdolnos$¢ uczenia sie i zapamietywania lokalizacji obiektéw oraz kojarzenia ich
z innymi bodZcami jest zachowaniem adaptacyjnym niezbednym dla przetrwania.
Dotychczasowe badania dowodza, Ze hipokamp jest istotny nie tylko do kodowania
pamieci dtugotrwatej, ale odgrywa rowniez wazng role w tworzeniu krétkotrwatej
pamieci operacyjnej (roboczej). Pamie¢ operacyjna stanowi istotny proces
poznawczy, bedacy czasowym tgcznikiem pomiedzy momentem percepcji zmystowej
a wykorzystaniem zdobytej informacji do kolejnych dziatann. W oryginalnym modelu
Baddeley i Hitch scharakteryzowali pamie¢ operacyjng jako wieloelementowy model
pamieci zlozony z centralnego systemu wykonawczego odpowiedzialnego za obstuge
i przetwarzanie informacji oraz z systemoéw podrzednych: petli fonologicznej
(odpowiedzialnej za przechowywanie i przetwarzanie w pamieci informac;ji
werbalnych), szkicownika wzrokowo-przestrzennego (odpowiedzialnego za
przechowywanie i zarzadzanie dostepnymi informacjami wizualnymi) oraz buforu
epizodycznego (integrujacego informacje z petli fonologicznej, szkicownika
wzrokowo-przestrzennego, pamieci dtugotrwatej i percepcyjnego wejscia do spéjnej
sekwencji) (Baddeley, 1992, 1998, 2000, 2012; Baddeley i Hitch, 1974). Ten rodzaj
pamieci charakteryzuje sie ograniczong pojemnoscig, krétkim okresem
przechowywania informacji, a jej zawarto$¢ jest stale aktualizowana. Przestrzenna
pamie¢ operacyjna dotyczy przechowywania i manipulowania informacjami
wizualno-przestrzennymi, przywotujacymi ksztatty i faktury oraz potozenie
i sekwencje przestrzenne (Logie i Pearson, 1997). Stanowi to podstawe zachowan
zwigzanych z Zerowaniem, np. zapamietywanie gdzie wtasnie bytes, aby$ mogt
przyja¢ witaSciwg strategie poszukiwania. Podstawowym testem do badania
przestrzennej pamieci operacyjnej u gryzoni jest labirynt w ksztatcie litery T lub
8-ramienny labirynt promienisty z naprzemiennym potozeniem nagrody (Deacon
i Rawlins, 2006; Olton i Paras, 1979). Hipokamp zaangazowany jest takze
w dokonywanie wyboru przestrzennego - wyboru wykorzystujgcego informacje
przestrzenne do podejmowania wiasciwych zachowan, w szczegdlnosci gdy
informacja przestrzenna potrzebna jest do odréznienia pomiedzy identycznymi lub
tudzaco podobnymi obiektami o réznym znaczeniu emocjonalnym (wybor pomiedzy

dwoma identycznymi ramionami labiryntu T gdy nagroda jest tylko w jednym z nich)
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(Bannerman i in., 2012, 2014). Naturalnym odruchem jest wyboér blizszego ramienia
labiryntu, jednak w czasie trafnego wyboru przestrzennego zwierze umie
powstrzyma¢ ten odruch jesli nagradzane ramie jest dalej. Dos$wiadczenia
Bannermana dowodza, Ze plastyczno$¢ synaptyczna zachodzgca w hipokampie jest
niezbedna w tym procesie.

Wraz z wiekiem obserwowane jest pogorszenie sie funkcji poznawczych,
a zwtaszcza procesdw zaleznych od hipokampa, ktére wymagaja informacji
przestrzennej (Hedden i Gabrieli, 2004; Kennard i Woodruff-Pak, 2011; Tromp i in.,
2015). Jednak pomimo zauwazalnego obnizenia sprawno$ci motorycznej i funkcji
poznawczych wraz z postepem starzenia, zardwno osoby starsze, jak i zwierzeta
potrafig wykorzystywac i przetwarzac informacje przestrzenne do kierowania swoim
zachowaniem (Aziz i in., 2019; Kiryk i in., 2011; Kwapis i in., 2019; Sliwinska i in.,
2020). Osobniki w podeszlym wieku czesto stosujg alternatywne strategie
behawioralne do wykonania zadan przestrzennych (Bach i in., 1999), potrzebuja
wiecej prob treningowych (Gallagher i in., 1993; Murphy i in., 2004), a uformowane
wspomnienia trudniej sg aktualizowane (Aziz i in., 2019; Jones i in., 2015).
Obserwacje te sugeruja obecno$¢ alternatywnych mechanizméw neuronalnych

lezacych u podtoza proceséw poznawczych osobnikéw w podesztym wieku.

1.2. Plastycznos$¢ synaptyczna

Cho¢ pierwsze wzmianki na temat plastycznosci ludzkiego mézgu odnalez¢
mozna w pracach psychologéw z konca XIX w., pojecie plastycznosSci neuronalnej
zostato wprowadzone dopiero w 1948 r. przez polskiego naukowca Jerzego
Konorskiego. W swojej ksigzce przedstawit on teorie zaktadajaca, ze komorki
nerwowe mogg ulega¢ trwalym zmianom pod wptywem nowych doswiadczen. Ta
wtasciwos$¢ komorek nazwat plastycznoscia neuronalng (Konorski, 1948). Stanowita
ona przetom w dziedzinie neuronauk. Zaledwie rok po6zniej kanadyjski psycholog
Donald Hebb sformutowat teze, bedacag podstawowgq zasada zjawiska plastycznosci
synaptycznej lezaca u podioza pamieci. Hebb postulowal, Ze pamie¢ jest kodowana
jako zmiana przeptywu informacji pomiedzy neuronami, ktéra wymaga
réwnoczesnego i powtarzalnego pobudzenia tych komoérek (Hebb, 1949).

Zaproponowat on, ze ksztattowanie mézgu w czasie nabywania nowych wiadomosci
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wigze sie ze zmianami zachodzacymi w komoérkach nerwowych. Zmiany te dotycza
struktury synapsy, czyli potaczen miedzy komoérkami nerwowymi. Jesli kilka
komoérek nerwowych otrzymuje bodziec wtym samym czasie, to aktywnosci
zakonczen pre- i postsynaptycznych sg skorelowane oraz wytwarzaja sie potencjaly

czynno$ciowe prowadzace do zwiekszenia sity tych potaczen synaptycznych.

Synapsy

Synapsa jest miejscem kontaktu miedzy dwiema komdérkami nerwowymi lub
miedzy neuronem a komdrka mieSniowg (efektorem). Synapsy sktadajg sie z czeSci
presynaptycznej i postsynaptycznej oddzielonych szczeling synaptyczng. Ze wzgledu
na sposob przekazywania informacji pomiedzy komoérkami mozemy wyrdznic
synapsy elektryczne i chemiczne. Synapsy elektryczne przekazujg sygnat za pomoca
nieorganicznych jonéw, np. Na*, Ca2?* oraz H*. Istota dziatania przekaZnictwa
chemicznego jest uwolnienie neuroprzekaznikéw z pecherzykéw presynaptycznych
do szczeliny synaptycznej i potaczenie sie neuroprzekaznika z receptorem w btonie
postsynaptycznej. Gléwne neuroprzekazniki to aktywujacy kwas glutaminowy oraz
hamujacy aktywno$¢ neuronu postsynaptycznego — kwas y-aminomastowy (GABA).
Uruchomiona za pomocg neuroprzekaznikéw, molekularna kaskada reakcji aktywuje
nastepnie ekspresje genow i synteze biatek - jest to tzw. plastycznos$¢ funkcjonalna
obejmujgca zmiany wtasciwosci istniejacych synaps i polega ona na zmianie sktadu
i liczby receptorow oraz modyfikacji bialek wptywajacych na ich aktywnos¢
(Fanselow i Poulos, 2005; Malinow i Malenka, 2002) oraz jednoczeSnie powoduje
zmiany w strukturze synapsy - tzw. plastyczno$¢ strukturalna, ktéra wigze sie ze
zmiang wielko$ci synaps (Grutzendler i in., 2002; Holtmaat i Svoboda, 2009;
Trachtenberg i in., 2002; Xu i in,, 2009; Yang i in., 2009). Te dwa zjawiska sg Scisle
powigzane i w wiekszoSci przypadkdéw jedno bez drugiego nie istnieje. Gtdwnym
powodem ich rozr6znienia jest to, Ze stosowane metody badania struktury rzadko

umozliwiajg wglad w funkcje, i odwrotnie.

1.3. Strukturalne komponenty synaps pobudzajacych

Wiekszo$¢ synaps pobudzajacych jest zlokalizowanych na niewielkich

wypustkach btony komoérkowej neuronéw nazywanych kolcami dendrytycznymi.
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Kolce dendrytyczne zostaty odkryte przez Santiago Ramona y Cajala, ktéry
sugerowal, iz s3 one podstawowym elementem komoérkowym zaangazZowanym
w procesy uczenia sie i pamieci (Ramoén y Cajal, 1896). Kolce dendrytyczne sktadaja
sie typowo z bulwiastej gtowy i szyi. Cho¢ tradycyjnie podzielone sa na kategorie
ksztattow, dzi§ wiemy, Ze sg to etapy posrednie w procesie dojrzewania. Nowo
powstate kolce, czesto pozbawione sg zageszczen synaptycznych (PSD)
i charakteryzujg sie wydtuzonym ksztattem. Jesli kolec podtuzny jest stymulowany,
moze przyjac¢ ksztatt grzyba wynikajacy ze wzrostu synapsy. Kolce grzybkowate sg
najbardziej stabilne (Berry i Nedivi, 2017; Bourne i Harris, 2007; Chen i Sabatini,
2012). W dojrzatym moézgu okoto 25% kolcéw dendrytycznych ma morfologie grzyba,
a 10% kolcow dendrytycznych stanowig formy o ksztattach niedojrzatych
- filopodialnych. Pozostata wiekszos$¢ zalicza sie do kategorii form posrednich
(Bourne i Harris, 2007).

Kolce dendrytyczne sg bardzo dynamiczne - moga pojawiac sie i zanika¢ oraz
zmienia¢ swoj ksztatt i rozmiar (Attardo i in., 2015). Co ciekawe, w obrebie neuronu
piramidalnego pola CA1, gestos$¢ i ksztatt kolcéw dendrytycznych rézni w zaleznoSci
od miejsca na dendrycie - gestsze i mniejsze kolce s3 w odcinkach proksymalnych,
a rzadsze i wieksze w czeSciach dystalnych dendrytu. Odpowiednia dystrybucja
gestosci i rozmiaru kolcéw na drzewie dendrytycznym wydaje sie kluczowa dla
sprawnego przekazywania informacji z dendrytéw do ciata komorki (Katz i in., 2009;
Nicholson i in., 2006). Nieprawidtowosci w morfologii i gestoSci kolcow
dendrytycznych s3  czesto zwigzane z  patologiami  neurologicznymi
i neurodegeneracyjnymi. Przyktadem jest zwiekszona gestos$¢ kolcow w zaburzeniach
ze spektrum autyzmu, czy przeciwnie, ich zmniejszona ilo§¢ w schizofrenii oraz
chorobie Alzheimera (Penzesiin., 2011).

Struktura kolca dendrytycznego utrzymywana jest przez cytoszkielet aktynowy
i zwigzane z nim biatka, ktore potaczone s3 z tzw. zageszczeniem
postsynaptycznym (PSD) (Korobova i Svitkina, 2010). Po raz pierwszy
zobrazowano jg w synapsie pobudzajacej za pomoca mikroskopii elektronowej (Gray,
1959). W obrazie tym, postsynaptyczna czeS¢ synapsy pobudzajacej przedstawia sie
jako zgrubienie blony komdrkowej i region o duzej gestosSci elektronowej skad
pochodzi nazwa PSD. Gesto$¢ postsynaptyczng stanowig kanaty jonowe,

m.in. jonotropowe receptory glutaminianu, biatka, ktére kotwicza w btonie
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komorkowej receptory neuroprzekaznikéw, a takze biatka strukturalne (m.in. PSD-95
i inne z rodziny MAGUK (kinazy guanylanowe zwigzane z btong)), biatka adhezyjne
taczace pre- i postsynaptyczng strone synapsy, kinazy i fosfatazy oraz elementy
cytoszkieletu komoérkowego (Okabe, 2007; Sheng i Hoogenraad, 2007). Szacuje sie, Ze
w PSD moze by¢ obecnych od kilkuset (~100-400) do nawet 1000 réznych biatek,
ktore wystepuja w wielu kopiach (Chen i in.,, 2005; Sheng i Hoogenraad, 2007).
Najliczniej wystepujacymi sg: PSD-95 (biatko zageszczenia postsynaptycznego 95
kDa), CaMKII (kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny typu II), SynGap (biatko
aktywujace GTPaze Ras) i aktyna (Cho i in., 1992; Walikonis i in., 2000; Walsh i Kuruc,
1992). Oszacowano, ze w $redniej wielkosci PSD najliczniej wystepujacym biatkiem
jest CaMKII, ktéra szacuje sie na okoto 5600 kopii, ponadto wystepuje tam okoto 300
kopii biatka PSD-95 (Chen i in., 2005), 360 kopii SynGAP, 20 kopii receptoréw NMDA,
czy 15 kopii receptoréw AMPA (Chen i in., 2005; Cheng i in., 2006; Nimchinsky i in.,
2004; Pologruto i in., 2004; Sheng i Hoogenraad, 2007).

PSD mozna podzieli¢ na rdzen (ang. core) i bardziej zmienng, jesli chodzi
o sktad biatek, warstwe ptaszcza (ang. pallium) (Rycina 2) (Dosemeci i in., 2016).
W btonie postsynaptycznej zakotwiczone s3 m.in. receptory, kanaty jonowe
i czasteczki adhezyjne. Tuz pod btong postsynaptyczng wyrdznia sie warstwe rdzenia
w ktérej obecne s3 biatka pomocnicze, jak np. stargazyna, potaczone w kompleksy
z receptorami AMPA i biatkami z rodziny MAGUK, jak np. PSD-95 lub SAP-97.
Przedtuzenie rdzenia PSD stanowi ptaszcz w ktérym zlokalizowane sg enzymy,
np. CaMKII oraz biatka rusztowania kolca dendrytycznego, takie jak Shank i Homer,
a w dalszej czesci cytoszkielet aktynowy i zwigzane z nim biatka (Dosemeci i in.,

2016; Sheng i Hoogenraad, 2007).
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Rycina 2. Schemat organizacji bialek PSD i interakcji biatko-biatko. Kontakty miedzy
biatkami wskazuja na ustalong interakcje miedzy nimi (zmodyfikowane za: Sheng
i Hoogenraad, 2007).

Kolce dendrytyczne réznig sie pod wzgledem wielko$ci i ksztattu zageszczenia
postsynaptycznego. PSD proste (ang. macular) o jednolitej, zwartej budowie,
wystepuja zazwyczaj na mniejszych i cienszych kolcach dendrytycznych,
a perforowane/ztozone (ang. perforated/complex) PSD o nieciggtej morfologii, obecne
s3 na wiekszych i bardziej dojrzatych kolcach (Ganeshina i in., 2004; Nicholson i in.,
2006). W literaturze udokumentowano réwniez wystepowanie PSD catkowicie
podzielonego, ktére nazywa sie PSD segmentowanym, a kolce w ktoérych wystepuje
wiecej niz jedno PSD (i kazde z nich jest unerwione przez inny akson) okres$la sie
mianem kolcow o ztoZzonym unerwieniu (ang. multi-innervated spines, MIS). Wydaje

sie, ze wystepowanie kolcow MIS jest oznaka trwajacej przebudowy synaps,
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poniewaz ich czestotliwo$¢ wzrasta po indukcji plastycznosci synaptycznej (Stewart
i in, 2005) oraz wystepuja w przypadku upos$ledzenia prawidtowej przebudowy
synaps i nadekspresji biatek tworzacych rusztowanie PSD (Nikonenko i in., 2008;
Poglia i in.,, 2011; Radwanska i in., 2011). MIS moga odgrywac role w tworzeniu
pamieci, gdy podstawowe szlaki sg niefunkcjonalne i moga uczyni¢ pamiec¢ bardziej
odporng na przebudowe (Giese i in., 2015). Wielko$¢ obszaru PSD koreluje
z wielkoScig gtowy kolca i liczbg receptorow AMPA: im wiekszy kolec, tym wieksza
i silniejsza synapsa (Arellano, 2007; Harris i in., 1992; Harris i Stevens, 1989),
co pozwala na traktowanie rozmiaru kolca jako przyblizonego wskaznika sity synaps

(Kopec, 2006; Matsuzaki i in., 2004).

1.4. Plastycznos¢ funkcjonalna

Dwoma najlepiej zbadanymi formami plastycznos$ci synaps s3a dlugotrwate
wzmocnienie synaptyczne (LTP) oraz dlugotrwale oslabienie synaptyczne
(LTD), ktore zaleza od podtypu receptorow glutaminianu - receptorow NMDA (Bliss
i Lgmo, 1973; Liischer i Malenka, 2012).

Zjawisko LTP zostalo odkryte w hipokampie, czyli czeSci mozgu
odpowiedzialnej za pamie¢ dtugotrwaty i polega na zwiekszeniu intensywnoSci
przekazywania sygnatu pomiedzy dwoma aktywnymi neuronami. Pobudzenie
neurondw poprzez silng stymulacje prowadzi do intensywnego uwalniania
neuroprzekaznika - glutaminianu przez synapse neuronu presynaptycznego do
przestrzeni miedzykomorkowej. Oddziatuje on na receptory glutaminianu, ktore
znajdujag sie na synapsach neuroné6w w polu CAl. Silna aktywacja neuronu
presynaptycznego powoduje uwolnienie znacznych ilo$ci glutaminianu, czemu
towarzyszy przedtuzone otwarcie receptorow AMPA i zwiekszony przeplyw jonéw
sodu (Na*) do komorki postsynaptycznej. W efekcie, btona komorkowa ulega
mocniejszej depolaryzacji oraz dochodzi do dysocjacji jonu magnezu z miejsca
wigzacego w kanale receptora NMDA, dzieki czemu nastepuje jego otwarcie
i wnikniecie do wnetrza komérki postsynaptycznej jonow wapnia (Ca%*) i sodu.
Zwiekszenie stezenia jonow Ca2+ aktywuje z kolei liczne procesy biochemiczne,
prowadzac do indukcji LTP i wzmocnienia synapsy: wprowadzenia dodatkowych

receptorow  AMPA do synapsy, zwiekszenia liczby i stabilnosci kolcow
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dendrytycznych, a takze powiekszenia PSD i polimeryzacji filamentow aktynowych
(Bosch i Hayashi, 2012; Fukazawa i in., 2003; Liischer i Malenka, 2012). Zjawisko LTD
zalezne od NMDAR zwigzane jest z ostabieniem funkcji synaps, kurczeniem sie
kolcow dendrytycznych i zmniejszeniem ich liczby, depolimeryzacjg aktyny oraz
redukcjg liczby receptorow glutaminianu na powierzchni btony synaptycznej (Bosch
i Hayashi, 2012; Citri i Malenka, 2008; Liischer i Malenka, 2012; Malenka, 1994).

Warto zwréci¢ uwage na fakt, ze w obszarze CA1 hipokampa zaréwno
Hebbowska plastyczno$¢ synaptyczna, jak i uczenie, zaleza od receptorow NMDA
(Shimizu i in., 2000). Uwaza sie, ze formy plastycznos$ci synaptycznej oparte na
regutach Hebba i zalezne od receptoréw NMDA (NMDAR) s3 podstawowymi
mechanizmami lezgcymi u podstaw proceséw poznawczych zaleznych od hipokampa
(Kessels i Malinow, 2009; Malinow i Malenka, 2002).

Wiekszo$¢ dotychczasowych badan tgczyta funkcje poznawcze z LTP (Bliss
i Collingridge, 1993; Gruart i in., 2006; Morris i in., 2003; Whitlock i in., 2006), jednak
coraz wiecej danych wskazuje, Ze niektére procesy poznawcze moga réwniez
prowadzi¢ do indukcji dtugotrwatej depresji transmisji synaptycznej (Citri i Malenka,
2008; Connor i Wang, 2016; Kemp i Manahan-Vaughan, 2007). Zgodnie z tym, istnieja
doniesienia, w ktérych wigze sie uposledzenie LTP i LTD ze zmniejszong zdolnoS$cig
do tworzenia wspomnien zaleznych od hipokampa u starzejacych sie zwierzat (Bach
i in, 1999; Luo i in., 2015; Temido-Ferreira i in., 2020). Udokumentowane zostaty
alternatywne formy plastycznoS$ci synaptycznej biorgce udzial w formowaniu sie
pamieci starszych zwierzat, takie jak tworzenie sie kolcow dendrytycznych
o ztozonym unerwieniu (z ang. multi-innervated spines, MIS) (Aziz i in., 2019), czy
LTD niezalezne od receptoréw NMDA (Lee i in., 2005). Wciaz jednak, stabo poznany
zostaje wplyw starzenia sie na procesy behawioralne i molekularne wspierajace
funkcje poznawcze. Zrozumienie tych procesow jest niezbedne do opracowania

nowych strategii terapeutycznych wspierajagcych zdrowy proces starzenia.

1.5. Molekularne podtoze plastycznoSci synaptycznej w synapsach

glutaminianergicznych

W zageszczeniu postsynaptycznym zlokalizowane jest wiele biatek

zmieniajacych aktywnos$¢ synapsy w czasie stymulacji synaptycznej (Bosch i in,,
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2014; Sheng i Hoogenraad, 2007). Cho¢ niewatpliwie wiele z nich jest istotnych dla
proces6w plastycznosci synaptycznej prowadzacej do powstania i przebudowy
pamieci, to w rozprawie tej chciatabym sie skupi¢ i opisa¢ przede wszystkim te
najistotniejsze dla zrozumienia prowadzonych przeze mnie badan, czyli jonotropowe

receptory glutaminianu oraz biatka rusztowania synaptycznego.

1.5.1. Receptory jonotropowe glutaminianu: AMPAR i NMDAR

Ze wzgledu na fakt, iz glutaminianergiczna transmisja synaptyczna,
a w szczeg6lnosci plastycznos¢ synaps odgrywaja kluczowa role w uczeniu sie
i pamieci zaleznej od hipokampa, to aktywacja jonotropowych receptorow
glutaminianu lezy u podioza wiekszoS$ci opisanych form tej plastycznosci. Nazwa
receptora AMPA (AMPAR) pochodzi od specyficznego agonisty kwasu a-amino-3-
hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (AMPA). AMPAR jest jednym
z najpowszechniej wystepujacych receptoréw w osrodkowym uktadzie nerwowym
i bierze udzial w tzw. szybkim przekaZnictwie synaptycznym. Receptory AMPA s3a
heterotetramerami zbudowanymi z podjednostek GluA1-4, ktore sg przepuszczalne
dla jonéw Na* i K*, a niektére rowniez dla Ca2*. Podjednostka GluA2 odgrywa
kluczowa role w okreslaniu wtasciwosci kanatéw jonowych ze wzgledu na fakt, ze jest
nieprzepuszczalna dla jonéw Ca2?* (Lu i in., 2009; Wisden i Seeburg, 1993).
Wystepowanie podjednostek receptora AMPA rézni sie istotnie w réznych typach
komorek hipokampa, co skutkuje réznymi witasciwoSciami receptoréw miedzy np.
neuronami pobudzajgcymi i hamujgcymi. W komorkach hipokampa dominuja
receptory AMPA sktadajace sie z podjednostek GluA1l i GluA2, podczas gdy GluA3 jest
obecny w mniejszej liczbie, a GluA4 tylko w komoérkach embrionalnych i wczesnych
komorkach postnatalnych (Henley i Wilkinson, 2016; Petralia i Wenthold, 1992).

Receptory NMDA (NMDAR) ro6znig sie od receptoréow AMPA kilkoma
waznymi wiasciwosciami, w tym wysoka przepuszczalnoscig jondéw Ca?*, blokada
kanatu jonowego przez jon Mg2+ (jego zwolnienie nastepuje podczas depolaryzacji
btony postsynaptycznej, np. w wyniku silnej aktywacji receptorow AMPA), wolniejsza
kinetyka aktywacji, dtuzszym czasem otwarcia i wiekszym powinowactwem do
glutaminianu (Dingledine i in., 1999). Te wtasciwosci receptorow NMDA leza

u podstaw plastyczno$ci synaptycznej zaleznej od NMDAR - mechanizmu

21


https://www.zotero.org/google-docs/?FnK6IN
https://www.zotero.org/google-docs/?VIXOIt
https://www.zotero.org/google-docs/?A3ClnV
https://www.zotero.org/google-docs/?YBH9Kx

zaangazowanego w wiele typdw uczenia sie i tworzenia pamieci (Lischer i Malenka,
2012; Shimizu i in.,, 2000; Tsien i in., 1996). Agonista NMDAR jest kwas N-metylo-D-
asparaginowy (NMDA). Receptory NMDA s3 tetramerami, ktére r6znig sie sktadem
podjednostkowym nadajacym receptorom specyficzne witasciwosci biofizyczne.
Sktadajg sie z dwdch statych podjednostek GluN1 oraz podjednostek GIuN2 lub
GIluN3, wsrdd ktérych wyrdznia sie jeszcze odpowiednie podtypy: cztery dla GluN2
(GIuN2A - GIuN2D) i dwa podtypy GluN3 (GluN3A i GluN3B) (Paoletti i in., 2013).
Wciaz pozostaje przedmiotem badan, czy okreslone podtypy receptoréw wykonuja
okresSlone zadania w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN), natomiast dowody
wskazujg, ze szczegdlnie receptory GluN1 (wigzace glicyne) oraz GluNZA i GluN2B
(wigzace glutaminian) odgrywajg kluczowa role w synapsach pobudzajacych

(Al-Hallaq i in., 2007; Kohr, 2006).

1.5.2. Biatka rusztowania synaptycznego: MAGUK

W  zageszczeniu postsynaptycznym, oprécz receptoroOw i czasteczek
adhezyjnych, gromadzg sie réwniez biatka rusztowania, ktére wspoélnie z pozostatymi
elementami umozliwiaja wydajng odpowiedZ synaptyczna. Funkcja biatek
rusztowania jest stabilne potgczenie dwoch lub wiecej bialek okreslonej Sciezki
sygnalowej w komdrce. Zwigzanie biatek w kompleks umozliwia ich $ciste
oddziatywanie ze sobg i przekazanie sygnatu (np. fosforylacji). Ponadto, biatko
rusztowania poprzez wigzanie sktadnikow Sciezki sygnatowej chroni je réwniez
przed inaktywacjg lub degradacjag. W zageszczeniu postsynaptycznym wyrdznia sie
trzy gtéwne grupy biatek rusztowania: MAGUK, Shank i Homer. Najlepiej zbadana
rodzing biatek rusztowania jest grupa kinaz guanylowych zwigzanych z btona
komorkowa (MAGUK, ang. Membrane Associated Guanylate Kinase) odgrywajacych
role w regulacji transportu receptoréw synaptycznych do btony komorkowe;j,
plastycznosci synaptycznej, jak 1 w utrzymaniu stabilnego rusztowania
molekularnego samego PSD. Do tej grupy biatek zalicza sie: PSD-95, PSD-93, SAP-102
oraz SAP-97. Strukturalnie wszystkie te biatka zawierajg trzy N-koncowe domeny
PDZ, domene SH3 homologiczng do fragmentu biatek Src (ang. Src homology
3 domain) oraz C-koncowa katalitycznie nieaktywna domene kinazy guanylowej GK

(ang. Guanylate Kinase) (Rycina 3) (Won i in., 2017). Nazwa domeny PDZ pochodzi
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od pierwszych liter trzech biatek u ktérych po raz pierwszy odkryto te domeny:
biatko PSD-95, biatko Dlg (ang. Disc large; biatko, ktérego mutacje prowadza do
nowotworowego przerostu dysku imaginalnego u Drosophila melanogaster) oraz
biatko ZO-1 (ang. Zonula Occludens-1, biatko obwddki zamykajgcej w komorkach
nabtonkowych). Cho¢ domeny PDZ, SH3 i GK s3 wysoce konserwatywne ws$rod
réznych biatek MAGUK, istniejg rowniez regiony rozbiezne, szczegdlnie w obrebie N-
konca. Wymienione powyzej biatka MAGUK, z wyjatkiem SAP-97 od strony N-konca
posiadajg miejsce palmitoilacji (El-Husseini i in., 2002).

Najliczniej wystepujacym biatkiem MAGUK jest PSD-95 kodowane przez gen
Dlg4 (okoto 300 czasteczek na PSD) (Chen i in., 2005; Cho i in., 1992). Opierajac sie na
danych z iloSciowej spektrometrii mas z przodomoézgowia dorostego szczura, PSD-95
wystepuje w ~6-krotnie wiekszej ilosci niz PSD-93, ~8-krotnie wiekszej
w poréwnaniu z SAP-102 i ~40-krotnie wiekszej w poréwnaniu z SAP-97 (Cheng i in.,
2006). Wykazano, ze oba konce PSD-95 sg wazne dla jego lokalizacji i funkcji, ale to
pierwsze dwie domeny PDZ (PDZ1/2) PSD-95 promuja lokalizacje PSD-95
W zageszczeniu postsynaptycznym, wigzg sie z C-koncem drugiej podjednostki
receptora NMDA (GIuN2), sg kluczowe dla indukcji LTD oraz transportu i lokalizacji
AMPAR w synapsie (Nagura i in., 2012; Xu i in., 2008). Z kolei sekwencja N-konncowa
bierze udziat w regulacji funkcji AMPAR, lecz nie ma wptywu na LTD (Xu i in., 2008).

1.5.2.1. Modyfikacje potranslacyjne PSD-95

Liczne modyfikacje potranslacyjne PSD-95 pozwalaja modulowac jego
lokalizacje w obrebie kolca dendrytycznego, wptywajac w ten sposob na regulacje
transmisji synaptycznej. Znane modyfikacje potranslacyjne PSD-95 mozna podzieli¢
na dwie grupy: modyfikacje promujace lokalizacje synaptyczng tego biatka i takie,
ktore promuja eliminacje PSD-95 z synapsy (Vallejo i in., 2017). Po translacji PSD-95

moze ulega¢ nastepujacym modyfikacjom (Rycina 3):

- palmitoilacji, prowadzacej do akumulacji PSD-95 w synapsie w postaci
nanodomen oraz regulujacej transport AMPAR do btony komorkowej
i kotwiczenie NMDAR w PSD (El-Husseini i in., 2002; El-Husseini i Bredt, 2002;
Fukataiin., 2013; Liiin., 2003; Noritake i in., 2009; Schnell i in., 2002);
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- S-nitrozylacji, konkurujacej z palmitoilacja i utrzymujacag PSD-95 w formie
zdepalmitoilowanej, powodujgc dysocjacje PSD-95 z miejsc synaptycznych,
a tym samym rozpraszajac synaptyczne skupiska tego biatka i w konsekwencji
powodujgc endocytoze AMPAR z btony komérkowej (El-Husseini i in., 2002;
Fukata i Fukata, 2010; Ho i in., 2011; Nakamura i Lipton, 2016; Stamler i in.,
1992);

- ubikwitynacji, powodujacej usuniecie biatka PSD-95 z synapsy poprzez
degradacje zalezng od proteasomu, a w konsekwencji utrate AMPAR z btony
postsynaptycznej, regulujac zatem molekularng organizacje synaps
glutaminianergicznych i odgrywajac wazng role w regulacji sity synapsy oraz
plastycznosci synaptycznej (Bianchetta i in., 2011; Colledge i in., 2003; Hershko
iin. 1983; Opazoiin., 2014; Waataja i in., 2007);

- neddylacji, zapobiegajacej odtgczeniu PSD-95 z PSD i w konsekwencji dyfuzji
poza kolec dendrytyczny co wspiera jego stabilno$¢; wptywa réwniez
stymulujgco na dojrzewanie kolcéw i synaps pobudzajgcych (El-Husseini i in.,

2000; Vogliin,, 2015);

- oraz fosforylacji, ktorg szerzej scharakteryzuje ponizej ze wzgledu na badanie

jej funkcji w niniejszej dysertacji.
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Rycina 3. Schemat struktury biatka PSD-95 wraz z potranslacyjnymi modyfikacjami
specyficznych reszt aminokwasowych. PSD-95 ztozone jest z trzech domen PDZ na konicu
-N’ oraz domen SH3 i GK na koncu -C’ biatka. Na schemacie przedstawiono procesy
palmitoilacji i S-nitrozylacji (zielony), ubikwitynacji (Ub, rézowy), fosforylacji (P, niebieski)
oraz neddylacji (z6tty) wraz z lokalizacja wigzania specyficznych reszt aminokwasowych
(zmodyfikowane za: Vallejo i in., 2017).

Fosforylacja

PSD-95 jest fosforylowane na wielu resztach serynowych, treoninowych
i tyrozynowych (Rycina 3). Kinaza c-Abl fosforyluje PSD-95 na reszcie tyrozyny 533.
Zahamowanie aktywnosci kinazy c-Abl zmniejsza fosforylacje tej tyrozyny w PSD-95,
prowadzac do zmniejszenia skupisk tego biatka w miejscach postsynaptycznych
i w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia liczby synaps (Perez de Arce i in., 2010).
N-konicowg domene PSD-95 (treonina 19, seryna 25 i seryna 35) opisano jako miejsca
fosforylacji przez kinaze zalezng od cykliny 5 (CDK5). Aktywowana CDK5 zmniejsza
zdolno$¢ PSD-95 do multimeryzacji, co prowadzi do zmniejszenia rozmiaru klastrow
PSD-95 (Morabito i in., 2004).

Fosforylacja reszt serynowych lub treoninowych na PSD-95 wplywa na
interakcje PSD-95/NMDAR. W odniesieniu do modyfikacji, ktéore wptywajg na
NMDAR wykazano, ze kinaza kazeinowa II (CK2) fosforyluje reszte seryny 1480
podjednostki PDZ GluN2B. Fosforylacja ta reguluje oddziatywanie receptoréw NMDA
z PSD-95 oraz moduluje funkcje i plastyczno$¢ synaps pobudzajacych (Chung i in.,
2004). Fosforylacja seryny 295, ktora znajduje sie pomiedzy domenami PDZ2 i PDZ3
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PSD-95, rowniez reguluje lokalizacje biatka (Jaffe i in., 2004). Fosforylacja seryny 295,
w ktorej posredniczy JNK1 i ktéra zalezna jest od Racl, sprzyja akumulacji
synaptycznej PSD-95 i wplywa na wzmocnienie synaptyczne. Ponadto wiadomo, ze
defosforylacja seryny 295 przez fosfatazy PP1 i PP2A jest wymagana do internalizacji
AMPAR i LTD (Kim i in, 2007). Dane te sg zgodne z innymi doniesieniami
wskazujgcymi, ze postsynaptyczna obecno$¢ PSD-95 stanowi o sile synaptycznej
poprzez kontrole transportu AMPAR (Ehrlich i Malinow, 2004; El-Husseini i in., 2000;
Schnelliin., 2002; Xu i in., 2008).

Fosforylacja PSD-95 na treoninie 19 przez kinaze syntazy glikogenu-3 (GSK-
3B) wyzwala destabilizacje PSD-95 i jest waznym krokiem prowadzacym do
mobilizacji AMPAR i LTD (Nelson i in.,, 2013). Wiadomo réwniez, ze fosforylacja
PSD-95 przez CaMKII na serynie 73, zlokalizowanej w domenie PDZ1 jest
odpowiedzialna za regulacje szlaku przekazywania sygnatu dla NMDAR (Gardoni i in.,
2006; Tsui i Malenka, 2006). Fosforylacja ta destabilizuje PSD-95 w PSD i promuje
transport PSD-95 ze stymulowanego kolca dendrytycznego. Proces ten wptywa na
terminacje wzrostu stymulowanego kolca i plastycznos¢ synaptyczng (Steiner i in.,
2008).

PSD-95 to mobilna czgsteczka ulokowana w nanodomenach synaptycznych
ulegajacych statej przebudowie (Wegner i in., 2018). Po aktywacji synapsy, jedno
z najliczniej wystepujacych biatek, CaMKII, fosforyluje PSD-95 na serynie 73.
Ta specyficzna modyfikacja znacznie obniza powinowactwo pierwszej domeny PDZ
PSD-95 do podjednostki GluN2A receptora NMDA, co umozliwia fosforylacje NMDAR
przez CaMKII (Gardoni i in., 2006), oraz promuje przebudowe kolca dendrytycznego
i PSD (Steiner i in., 2008) (Rycina 4B). Role fosforylacji reszty serynowej 73
testowano z uzyciem fosfomimetycznego wariantu PSD-95_S73D, gdzie seryna 73
zostata zastgpiona kwasem asparaginowym oraz wersjg biatka PSD-95_S73A, gdzie
seryne zastgpiono alaning ktora nie ulega fosforylacji. Steiner i wspotpracownicy
(2008) dowiedli, ze PSD-95_S73D destabilizuje strukture i funkcje kolca
dendrytycznego. Z kolei, punktowa substytucja seryny 73 na alanine, blokuje
eliminacje PSD-95 z synapsy prawdopodobnie powodujac jej nadmierng stabilnos¢
i sztywnos$¢ oraz wzmozony wzrost kolca (Rycina 4C). Sugeruje to, iZ transport

PSD-95 i ilo$¢ tego biatka w synapsie aktywnie reguluje jej stabilnos¢ i funkcje.
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blokada fosforylacji

A. Stan podstawowy B. Stabilny wzrost i jego terminacja C. Nadmierny wzrost

M B =y T .
T nMDAR [U] AMPAR | CaMKIl PSD-95 @ fosforylacja
g ~

Rycina 4. Model regulacji plastycznos$ci strukturalnej w trakcie przebudowy synapsy
zaleznej od fosforylacji biatka PSD-95 na serynie 73 przez CaMKII (zmodyfikowane za
Steiner i in, 2008). A. W stanie podstawowym czgsteczki PSD-95 sg stabilnie
wilaczane/usuwane do/z PSD synaps pobudzajacych. B. PrzejSciowe wzmoZone usuwanie
PSD-95 w czasie LTP i otwarcie kanatéw receptoré6w NMDA powoduje translokacje CaMKII
do PSD i stymuluje tworzenie kompleksu stymulujagcego wzrost kolca. Dziatanie tego
kompleksu wymaga obecnos$ci PSD-95, poniewaz brak tego biatka lub jego uszkodzenie
poprzez mutacje koncéw -N’ lub -C’ uposledza wzrost kolcéw dendrytycznych. Aktywacja
CaMKII i prawdopodobnie innych CaMK indukujg transport PSD-95 w strone btony
postsynaptycznej, po ktérym nastepuje zwiekszenie PSD kolca dendrytycznego i jego stabilny
wzrost (Lee i in., 2009; Matsuzaki i in., 2004). Zwykle proces ten jest przerywany i odwracany
przez zalezng od CaMKII fosforylacje PSD-95 na poziomie seryny 73, co prowadzi do
rozlaczenia biatek kompleksu zageszczenia postsynaptycznego, m.in. PSD-95 i ich transportu
poza kolec (Steiner i in., 2008). C. Zablokowanie translokacji PSD-95 z PSD, w efekcie
spowodowatoby prawdopodobnie zwiekszenie stabilno$ci synapsy i wzmozony wzrost kolca
dendrytycznego.

1.5.2.2. Zaburzenia poziomu ekspresji PSD-95 i jego skutki

PSD-95 reguluje dojrzewanie synaps, stabilizacje i organizacje biatek PSD,
w tym receptoréw glutaminianu (Kim i Sheng, 2004). Odgrywa ono réwniez role
w LTP, kotwiczy receptory AMPAR oraz w LTD, poprzez interakcje z receptorami

NMDAR (Xu i in., 2008). Obnizenie poziomu biatka PSD-95, jak réwniez biatek PSD-93
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czy SAP-102, prowadzi do zmniejszenia sie PSD oraz obnizenia transmisji
synaptycznej zaleznej od receptoréw AMPA i NMDA (Beique i in., 2006; Chen i in,,
2011, 2015; Migaud i in., 1998). Myszy pozbawione biatka PSD-95 charakteryzuja sie
zarowno trudno$ciami w nauce przestrzennej odnajdywania ukrytej platformy
w labiryncie wodnym Morrisa, nie redukujgc dtugosci pokonywanej trasy
w kolejnych sesjach, a takze wykazujg zwiekszone LTP i ostabione LTD (Migaud i in.,
1998). Wyniki te potwierdzono réwniez w eksperymentach in vitro w neuronach
hipokampalnej hodowli organotypowej lub neuronach hodowli dysocjowanej
z obnizonym poziomem PSD-95 (Ehrlich i in, 2007; Xu i in, 2008). W celu
zminimalizowania kompensacji niedoboréw PSD-95 w komorce innymi MAGUK,
stworzono transgeniczne myszy typu knock-in (KI) u ktérych domeny PDZ1/2
PSD-95 nie s3 w stanie wigza¢ ligandéw, ale zachowuja swoja ogdélng strukture
(Nagura i in., 2012). Niemniej jednak, myszy KI wykazywaty obnizony poziom
PSD-95, PSD-93 i podjednostek AMPAR, ale zwiekszony poziomy SAP102 w PSD.
Podobnie jak w przypadku typowych nokautéw, obserwowano znacznie wzmocnione
LTP w hipokampie, a behawioralna charakterystyka potwierdzita upo$ledzenie
pamieci przestrzennej w te$cie okragtego labiryntu Barnes i 8-ramiennym labiryncie
promienistym oraz wykazata uposledzone formowanie pamieci strachu zalezne od
kontekstu. Ponadto, myszy KI charakteryzowaty sie hiperaktywno$cig, wzmozonym
zachowaniem zwigzanym ze stresem w nowym $rodowisku oraz obnizong czesto$cia
interakcji spotecznych ze wsp6tdomownikami w klatce domowej. Myszy pozbawione
PSD-95 wykazujg silne upos$ledzenie warunkowania awersji smaku. W apetytywnym
warunkowaniu preferencji miejsca z etanolem myszy te uczyty sie potozenia etanolu,
ale z czasem unikaty tego miejsca (Camp i in., 2011). Oprocz uczenia sie
apetytywnego, PSD-95 zaburza réwniez funkcje uktadu nagrody, wywotujac
uwrazliwienie na psychostymulanty. Lokalne obnizenie poziomu biatka PSD-95
w jadrze pdllezacym lub skorupie ogoniastej nasila ostre, stymulujgce dziatanie
kokainy wywotujac zwiekszong aktywnos¢ lokomotoryczng (Yao i in., 2004). Brak
PSD-95 nasila zachowania lekowe i, co ciekawe, skutkuje wzmocnionymi interakcjami
spotecznymi (Feyder i in., 2010). W zwigzku z tym, biatka MAGUK
najprawdopodobniej nie przyczyniaja sie do wspotwystepowania leku i deficytow
spotecznych w zaburzeniach ze spektrum autyzmu, jak pierwotnie twierdzono.

Zmiennos$¢ ludzkiego genu Dlg4 kodujacego PSD-95 zostata powigzana z fenotypem
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zwigzanym z zaburzeniami ze spektrum autyzmu i zespotem Williamsa (Feyder i in.,
2010), podczas gdy obnizony poziom PSD-95 i podjednostek GIuNZA i GIuN2B
receptora NMDA w korze przedczotowej byt obserwowany u pacjentéw z kliniczng
depresja (Feyissaiin., 2009).

Podwyzszony poziom biatka PSD-95 nasila z kolei transmisje synaptyczna,
obniza LTP i pogtebia LTD (Stein i in., 2003). Nadprodukcja PSD-95 promuje
tworzenie synaps pobudzajacych oraz skutkuje zwiekszeniem wielkoSci kolcow
dendrytycznych i PSD, podobnie jak w przypadku LTP (El-Husseini i in.,, 2000).
W skrawkach hipokampalnej hodowli organotypowej in vitro, wzrost poziomu
PSD-95 sprzyjat powstawaniu bardzo duzych zageszczen postsynaptycznych
i tworzeniu kolcéow dendrytycznych o ztozonym unerwieniu (MIS) (Nikonenko i in.,
2008). Zgodnie z deficytami pamieci obserwowanymi w modelach mysich, PSD-95
jest zaangazowane w progresje choroby Alzheimera w oparciu o istotng negatywna
korelacje miedzy poziomem biatka w korze skroniowej i w Kkorze czolowej,
a nasileniem objawoéw choroby (Proctor i in., 2010). W korze czotowej tych pacjentéw
obserwowano znaczne podwyzszenie poziomu PSD-95 (Leuba i in., 2008a).

Warto podkresli¢, ze szeroko zbadano wplyw zmian ekspresji PSD-95 na
zaburzenia plastycznosci synaptycznej, ktore dotychczas testowano zaréwno
w modelach in vitro, jak i w doSwiadczeniach na zwierzetach, w ktérych tgczono
zmiany molekularne ze zmianami w zachowaniu. Analizujac funkcje modyfikacji
potranslacyjnych tego biatka, dostepne sg doniesienia na temat zmian zachodzacych
in vitro na poziomie komorki czy struktury synapsy, ale brakuje badan na temat
znaczenia tych proceséw na poziomie systemowym, majacym odzwierciedlenie
w zachowaniu zwierzat. Dlatego tez, poruszana tematyka w powyzszej rozprawie
o funkgcji fosforylacji PSD-95 w wyborze przestrzennym, stanowi nowe i oryginalne

podejscie w badaniach neuronauk.

1.6. Zmiany strukturalne i funkcjonalne zwigzane z procesem starzenia

Wraz z rozwojem cywilizacji odsetek ludzi starszych (> 65 Iat)
w spoteczenstwie szybko rosnie. Jest to skutek postepu medycyny i poprawy jakosci
zycia. Prognozy wskazuja, ze do 2050 r. liczba os6b w wieku powyzej 60 lat wzrosnie

dwukrotnie w poréwnaniu do roku 2015 i wyniesie okoto 2 miliardy co bedzie
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stanowi¢ 22% Swiatowej populacji (World Population Ageing 2015, 2015). Dlatego
tez rozumienie mechanizméw powstawania pamieci w kontek$cie procesu starzenia

jest niezwykle wazne.

1.6.1. Pogorszenie zdolnosci poznawczych i pamieci przestrzennej

Towarzyszace starzeniu zjawiska wupo$ledzenia funkcji poznawczych
i demencja staja sie globalnym problemem i przewiduje sie, Ze ich czesto$¢ bedzie
rosta w szczego6lnoSci w rozwijajacych sie regionach $wiata (Ferrii in., 2005; Geneva:
The World Health Organization, 2008; Ineichen, 2000; Mathers i Loncar, 2002).
W przypadku problemdéw z pamiecig u 0oséb starszych w pierwszej kolejnosci pojawia
sie ostabienie pamieci krétkotrwatej, podczas gdy pamie¢ dtugotrwata moze pozostac
nienaruszona. Pogorszenie pamieci jest naturalng konsekwencjg fizjologicznego
starzenia sie uktadu nerwowego (ang. age-associated memory impairment, AAMI)
(Kral, 1962, 1958) pod warunkiem, Ze nie zaktdca ona w znaczny sposéb codziennego
zycia, zdolno$ci wykonywania zadan oraz uczenia sie lub zapamietywania nowych
rzeczy, co zwykle towarzyszy starzeniu patologicznemu (Crook i in., 1986).

Zdolnosci poznawcze u ludzi zaleza od: szybkos$ci przetwarzania informacji,
percepcji, uwagi, pamieci, jezyka, zdolnosci wzrokowo-przestrzennych oraz funkcji
wykonawczych (Harada i in., 2013). Podobnie, zachowanie zwierzat opiera sie na
uwadze i réznych rodzajach pamieci. Pogorszenie funkcji poznawczych zwigzane
z wiekiem koreluje z zaburzeniem koordynacji ruchowej zaréwno zwierzat, jak
i ludzi, ktorzy traca niezalezno$¢ i doswiadczajg pogorszenia jakoSci zycia. Starzejgce
sie osobniki wykazuja rowniez wyrazne deficyty w przestrzennych zadaniach
pamieciowych. Potrzebujg wiecej prob do zapamietania polozenia, a takze
charakteryzuja sie szybszym zapominaniem i zagubieniem w znanym S$rodowisku
w labiryncie T i Y, labiryncie ramion promienistych, basenie wodnym Morrisa,
wodnym labiryncie ramion promienistych, czy w labiryncie Barnes (m.in. Aggleton
i in.,, 1989; Barnes, 1979; Barnes i in.,, 1980, 1990; Barnes i McNaughton, 1986;
Barrett i in., 2009; Bimonte i in., 2003; Gallagher i in., 1993; Luine i Hearns, 1990;
Markowska i in., 1989; McQuail i Nicolle, 2015; Ménard i Quirion, 2012; Mizumori
iin, 1996; Rosenzweigiin., 1997; Shen i in., 1997).
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Uposledzenie funkcji poznawczych wraz z postepujacym procesem starzenia,
zwigzane jest ze zmianami w o$rodkowym uktadzie nerwowym, gtéwnie w korze
przedczotowej i hipokampie. Zmiany te moga prowadzi¢ do rozwoju nie tylko choréb
neurodegeneracyjnych jak choroba Alzheimera czy Parkinsona, ale takze choro6b
psychicznych, np. depresji i schizofrenii (Baker i Petersen, 2018). Niemniej jednak,
zgodnie z ideg kontinuum procesu starzenia sie (Franceschi i in., 2018), fizjologiczne
starzenie sie, wolne od upos$ledzenia umystowego staje sie powaznym problemem
zdrowia publicznego, w miare wzrostu odsetka osdb starszych w populacji na catym
Swiecie (Geneva: The World Health Organization, 2008). W czasie normalnego
starzenia sie, zwykle obserwuje sie subtelne zmiany neurologiczne zwigzane
z wiekiem w poréwnaniu do zmian obserwowanych w zaburzeniach
neurodegeneracyjnych. Ponadto, zrozumienie zmian poznawczych zwigzanych
z wiekiem stanowi tto, na ktérym mozna oceni¢ skutki patologicznych stanéw

chorobowych.

1.6.2. Wptyw procesu starzenia na anatomie hipokampa

W procesie starzenia obserwuje sie zmniejszenie objetosci mézgu, zaréwno
u ludzi (Driscoll i in., 2009, 2003; Freeman i in., 2008; Raz i in., 2010), jak i szczuréw
(Driscoll i in., 2006; Rapp i in, 1999), ktéremu towarzyszy pogorszenie funkcji
poznawczych zwigzanych ze zmianami plastyczno$ci neuronalnej lub zmianami
komorkowymi bezposrednio wptywajagcymi na mechanizmy plastycznosci. Jako zZe,
hipokamp wraz z korg przedczotowg sg krytycznymi regionami moézgu dla zdolnosci
poznawczych, sg one szeroko zbadane w kontek$cie zmian zwigzanych ze starzeniem.
Niedoborom kognitywnym towarzysza subtelne zmiany anatomiczne, ktére maja
rézny przebieg w poszczegdlnych regionach hipokampa. Ze wzgledu na tematyke
rozprawy i zakres badan, w tym rozdziale om6wie podstawowe zmiany strukturalne
i funkcjonalne obserwowane w regionie dCA1 hipokampa u starzejacych sie
osobnikéw, ktére moga przyczynia¢ sie do selektywnych zaburzen poznawczych
wystepujacych w podesztym wieku.

Wydaje sie, Ze neurony ludzkiego hipokampa zachowuja swéj rozmiar
i ztozono$¢ drzewa dendrytycznego przez cate zycie (Flood, 1993; Hanks i Flood,

1991). Wyniki badan na innych modelach zwierzecych s3 niejednoznaczne pod
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wzgledem kierunku zachodzacych zmian i potwierdzaja brak znaczacych zaburzen
w obrebie dendrytéw. Nie obserwuje sie zmniejszenia dtugosci dendrytow dCA1
wraz z wiekiem, a wrecz istniejg badania sugerujace, ze niewielka populacja
neuronéw w tym regionie hipokampa moze ulega¢ zwiekszonemu rozgatezieniu sie
i wydtuzeniu w procesie starzenia (Pyapali i Turner, 1996; Turner i Deupree, 1991).
Zarowno gestos$¢, jak i morfologia kolcow dendrytycznych moga ulegac
zmianom zwigzanym z wiekiem, lecz wydaje sie ze morfologia neurondéw hipokampa
jest bardziej stabilna niz neuronéw korowych. Liczba kolcow dendrytycznych
w szczurzym i ludzkim regionie CA1 hipokampa, na ogo6t pozostaje niezmieniona
wraz z wiekiem (Alcantara-Gonzalez i in., 2010; Dickstein i in., 2013; Markham i in.,
2005). Obserwowano natomiast, zmniejszenie obszaru  zageszczenia
postsynaptycznego w dojrzatych i stabilnych kolcach z perforowanym PSD
u starzejacych sie szczuréw, co korelowato z ich trudno$ciami w uczeniu sie
(Nicholson i in., 2004). Potwierdza to hipoteze, ze wiele perforowanych synaps
hipokampa staje sie niefunkcjonalnych lub cichych u starszych szczuréw
charakteryzujacych sie trudno$ciami w uczeniu sie, a utrata funkcjonalnych synaps
moze przyczyniaC sie do pogorszenia funkcji poznawczych w czasie normalnego
starzenia sie. Co wiecej, badania elektrofizjologiczne popieraja to odkrycie.
Zmniejszona amplituda pobudzajacego potencjatu postsynaptycznego (EPSP, ang.
excitatory postsynaptic potential) synaps w obszarze CA1, bez zmian w jednostkowym
EPSP oraz amplitudzie w kolateralach Schaffera, wskazuje na utrate funkcjonalnych

synaps w CA1 wraz z wiekiem (Barnes i in., 1992, 2000).

1.6.3. Zmiany w neuronalnej plastycznosci funkcjonalnej
1.6.3.1. Wptyw procesu starzenia na strukture i funkcje receptoréw NMDA

Skutki zmienionej morfologii oraz zaburzen potaczen synaptycznych na
plastycznos$¢ starzejacych sie neuronéw, mozna oceni¢ mierzgc zmiany w LTP i LTD.
Pomiary elektrofizjologiczne w skrawkach ex vivo wykazaty, Zze indukcja LTP
w komoérkach CA1 jest uposledzona tylko w przypadku zastosowania stabszego
bodZca. W przypadku silniejszej stymulacji, LTP w hipokampie starych zwierzat jest
wywotywane w podobnym stopniu jak to mierzone u mtodych zwierzat, co sugeruje

wyzszy prog wejscia w faze indukcji LTP w starzejacych sie komérkach CA1 (Lifield

32


https://www.zotero.org/google-docs/?6qKr2A
https://www.zotero.org/google-docs/?MHcum4
https://www.zotero.org/google-docs/?MHcum4
https://www.zotero.org/google-docs/?uiOkWJ
https://www.zotero.org/google-docs/?pF0Y4p
https://www.zotero.org/google-docs/?mQEXbG

i in., 1978). Zjawisko to mozna wyjasni¢ rozregulowaniem homeostazy Caz* (Toescu
i in., 2004), wynikajacym ze zwiekszonej przepuszczalnosci synaptycznych kanatéow
wapniowych typu L w starzejacych sie neuronach (Thibault i Lifield, 1996).
PodwyZszony wewnatrzkomoérkowy poziom jondéw Ca2t powoduje aktywacje
kanatow potasowych odpowiedzialnych za pdZniejszy potencjat hiperpolaryzacyjny
(AHP), ktory nastepuje po wyladowaniu potencjatéw czynnosciowych (Kerr i in,
1989; Lifield i Pitler, 1984). W dtuzszej perspektywie moze to skutkowac
zwiekszonym prawdopodobienstwem indukcji LTD i uposledzeniem fazy utrzymania
LTP (Thibaulti Lifield, 1996).

Neurotransmisja glutaminianergiczna jest zwigzana z homeostaza Ca?* oraz
dziataniem receptoréw NMDA. Badania fizjologiczne konsekwentnie wskazuja, ze
pobudzajace potencjaty postsynaptyczne, w ktérych posredniczy receptor NMDA
w hipokampalnym szlaku biegngcym przez kolaterale Schaffera, sg zmniejszone
o okoto 50-60% u starszych zwierzat (Barnes i in., 1997; Billard i Rouaud, 2007;
Bodhinathan i in., 2010; Brim i in., 2013; Eckles-Smith i in., 2000; Kumar i in., 2018;
Kumar i Foster, 2013; Lee i in., 2014).

Potencjalnym mechanizmem obserwowanego ostabienia funkcji receptora
NMDA moze by¢ zmiana ekspresji podjednostek NMDAR (Magnusson, 2000). Wraz
z wiekiem obserwuje sie w hipokampie istotne obniZenie poziomu biatka GluN1
(Coultrap i in., 2008; Eckles-Smith i in., 2000; Liu i in., 2008; Magnusson i in., 2002)
oraz ekspresji mRNA tej podjednostki (Adams i in., 2001; Magnusson, 2000). Z kolei
inne badania wskazujg na nieistotne obnizenie poziomu biatka GluN1 wraz z wiekiem
lub nawet zupetny brak zmian jego poziomu w catym hipokampie (Sonntag i in,
2000; Zhao i in., 2009).

Podjednostka GluN2B jest silnie wyrazana w mozgu na wczesnych etapach
rozwoju i obniza sie z poczatkiem dojrzatosci ptciowej, podczas gdy ilos¢
podjednostki GluN2A wzrasta wraz z wiekiem (Laurie i in., 1997; Laurie i Seeburg,
1994; Law i in., 2003a, 2003b; Liu i in., 2004; Monyer i in.,, 1994). Uwaza sie, ze
iloSciowa zmiana w podjednostkach GluN2A i GluN2B w hipokampie przyczynia sie
do rozwojowych zmian poznawczych i funkcji synaptycznych (Dumas, 2005).
Podjednostka GluN2A receptora NMDA ulega silnej ekspresji w hipokampie i innych
regionach mozgu. Starzenie sie wigze sie z brakiem zmian lub niewielkim obniZeniem

ekspresji mRNA GIuN2A w hipokampie (Magnusson, 2000, 2001; Magnusson i in.,
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2006). Konsekwentnie, obserwowano réwniez zmniejszong ilo$¢ biatka GIuNZ2A
w hipokampie starszych zwierzat w poréwnaniu ze zwierzetami w $rednim wieku
(Magnusson i in., 2002). Istniejg jednak réwniez badania wskazujgce na brak zmiany
iloSciowej zwigzanej z wiekiem w podjednostce GluN2A w hipokampie (Clayton i in.,
2002; Clayton i Browning, 2001; Mesches i in., 2004).

W przeciwienstwie do GluN2A, jednoznacznie stwierdza sie, Ze poziom biatka
GluN2B (Clayton i Browning, 2001; Coultrap i in., 2008; Liu i in., 2008; Magnusson
iin., 2002; Mesches i in., 2004; Sonntag i in., 2000; Zhao i in., 2009) i ekspresja mRNA
GluN2B (Clayton i Browning, 2001; Magnusson, 2000, 2001; Magnusson i in., 2006;
Marquez Loza i in,, 2017) spada w hipokampie w zaawansowanym wieku. Jednym
z probleméw jest to, ze niewiele badan dotyczyto ekspresji obu podjednostek u tego
samego zwierzecia. Z badan w ktoérych analizowano udziat obu podjednostek
u jednego osobnika wynika, Ze zmniejszona ekspresja, gtéwnie GluN2B, zwieksza
stosunek biatka GluN2A/GIuN2B w kilku obszarach mézgu (Clayton i Browning,
2001; Magnusson i in., 2007; Mesches i in., 2004). Istniejg jednak doniesienia, ktére
wskazujg, Ze obie podjednostki stabng w rownym stopniu z wiekiem (Magnusson i in.,
2002; Sonntag i in., 2000). Zmniejszeniu poziomu podjednostek GIuNZA i GluN2B
towarzyszy zmiana lokalizacji GluN2B z synapsy do miejsc pozasynaptycznych
(Potier i in, 2010). Zmniejszenie wychwytu glutaminianu jest zwigzane
z pozasynaptycznymi receptorami NMDA w synapsach CA1 hipokampa u szczuréw
w podesztym wieku (Potier i in., 2010). Niedawno opisano, Ze aktywacja
pozasynaptycznych receptoré6w NMDA indukuje nadekspresje biatka tau (Sun i in,,
2016). Ze wzgledu na obecno$¢ podjednostki GluN2B w pozasynaptycznych
receptorach NMDA (Rammes i in., 2017), zostata ona uznana za potencjalny cel
w leczeniu zaburzen neurodegeneracyjnych zwigzanych ze starzeniem, takich jak

choroba Alzheimera.

1.6.3.2. Zaburzenia w poziomie PSD-95 w starzejgcych sie neuronach hipokampa

Biatka synaptyczne s3 waznymi markerami molekularnymi w procesie
starzenia sie mozgu. PSD-95 znane ze swojej roli w regulacji plastycznosci
synaptycznej i szlakow sygnatowych jest dobrym markerem reprezentujagcym

postepujaca degeneracje i zaburzenia transmisji synaptycznej. Nadmiar lub niedobér
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tego biatka zaburza jego fizjologiczng funkcje (Migaud i in., 1998). W stanach
patologicznych jak choroba Alzheimera obserwuje sie zwiekszong ilo$¢ biatka PSD-95
w neuronach (Leuba i in., 2008a, 2008b, 2014), podczas gdy w starzeniu
fizjologicznym poziom tego biatka rozni sie zaleznosci od badanego regionu mozgu.
Hipokamp, w przeciwienstwie do np. kory nowej, i w zaleznosci od zastosowanej
techniki badawczej, wraz z wiekiem wykazuje stabilng lub obnizong ilos¢ PSD-95
przy niezmienionym poziomie ekspresji mRNA (Counts i in., 2014; Preissmann i in.,
2012; Proctoriin., 2010; Rogersiin., 2017; Sultanaiin., 2010; VanGuilderiin., 2011).
Rozbieznosci w jednoznacznym wnioskowaniu co do kierunku zmian ilo$ci PSD-95
w hipokampie wraz z wiekiem, moga odzwierciedla¢ postep zmian patologicznych.
Obserwowano wysoka negatywng korelacje miedzy iloscia PSD-95, a doktadno$cia

w dokonywaniu wyboréw przestrzennych (Preissmanniin., 2012).

Podsumowujac, proces starzenia powoduje kurczenie sie synaps i zaburzenie
ich funkcji w polu CA1. Ciggle jednak nie wiemy w jaki sposéb starzenie wptywa na
mechanizmy komérkowe lezace u podstaw proceséw poznawczych zaleznych od CA1.
Ich zrozumienie jest niezbedne do opracowania nowych strategii terapeutycznych

wspierajacych proces starzenia.
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2. Cele pracy

Obszar CA1 grzbietowej czeSci hipokampa (dCA1) jest kluczowa strukturg
umozliwiajagcg dokonania wyboru przestrzennego, czyli wyboru wykorzystujacego
informacje przestrzenne do powstrzymywania niewtasciwych zachowan (Bannerman
iin, 2012, 2014). Gl6wnym celem niniejszej pracy bylo okreslenie w jaki sposob
starzenie sie wplywa na strategie behawioralne i procesy synaptyczne w dCA1,
ktore wspieraja dokonywanie wyborow przestrzennych.

W ramach realizacji gtéwnego celu, sformutowano szereg szczegétowych
probleméw badawczych:

1. Charakterystyka strategii behawioralnych wspomagajacych decyzje
przestrzenne w podesztym wieku.

2. Charakterystyka zmian synaptycznych w dCA1 towarzyszacych podejmowaniu
decyzji przestrzennych w podesztym wieku.

3. Rola biatka PSD-95 w dCA1l i fosforylacji reszty serynowej 73 PSD-95,

w podejmowaniu decyzji przestrzennych.
Praca ta ma na celu poszerzenie wiedzy na temat molekularnych

i komoérkowych mechanizméw plastycznos$ci synaptycznej i decyzji przestrzennych

w dorostym oraz starzejagcym sie mézgu.
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3. Materiaty i metody

3.1. Zwierzeta wykorzystane w doswiadczeniach

W doswiadczeniach wykorzystano transgeniczne myszy szczepu Thyl-GFP
linii M (Tg(Thyl-EGFP)M]rs/]) (Feng i in, 2000) z hodowli Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN oraz myszy ze szczepu wsobnego
C57BL/6cmdb zakupione w Centrum Medycyny Do$swiadczalnej w Biatymstoku.

Doswiadczenia prowadzono w klatkach IntelliCage, w ktérych zwierzeta Zyja
w grupie. Ze wzgledu na wzmozong agresje samcow i ich silne zachowania
hierarchiczne, badania przeprowadzono wytgcznie na samicach. W momencie
rozpoczecia doswiadczen mtode doroste myszy byly w wieku 5+1 miesiecy
(nazywane dalej mtodymi), a osobniki stare miaty 18+2 miesiecy (grupa myszy
starych). Tto genetyczne szczepu Thy1l-GFP stanowig szczepy C57BL/6] i CBA (Feng
i in., 2000), a dla odnowienia hodowli zwierzeta krzyZzowano z myszami ze szczepu
wsobnego C57BL/6cmdb. W hodowli kojarzono zwierzeta heterozygotyczne
(Thy1-GFP +/-) i typu dzikiego (Thy1-GFP -/-), a w doswiadczeniach uzyto potomstwa
Thy1-GFP +/-. Myszy tej linii posiadaja zmodyfikowany region regulatorowy genu
thyl.2 co pozwala na selektywng ekspresje biatka fluorescencyjnego GFP w czeSci
komérek moézgu. Poprzez eliminacje eksonu 3 i flankujacych intronéw przed
sekwencjg biatka zielonej fluorescencji (GFP), gen thyl.2 stat sie specyficznym dla
neurondéw (Fengiin., 2000).

Do genotypowania zwierzat uzywano tkanki pobranej z ogona od 21-dniowych
myszy. Genomowe DNA otrzymywano poprzez catonocng inkubacje tkanki w 55°C
w buforze do lizy (sktad buforu: 100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5%
SDS, proteinaza K 1:10), a nastepnie dezaktywacje procesu w 98°C przez 10 minut
(dezaktywacja dziatania proteinazy K). 3 pl uzyskanego lizatu dodano do 120 pl
buforu TE (sktad: 10mM Tris-HCl, 1ImM EDTA) i tak przygotowany materiat DNA
wykorzystano w reakcji PCR (z ang. polymerase chain reaction). W mieszaninie
reakcyjnej uzywano dwéch par starteréow (syntetyzowanych w firmie Genomed S. A.)
o sekwencjach przedstawionych w Tabeli 1. Pozostate sktadniki wchodzace w sktad
reakcji wyszczeg6lniono w Tabeli 2. Reakcje prowadzono w termocyklerze

Labcycler48 firmy SensoQuest wedtug programu przedstawionego w Tabeli 3.
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Tabela 1. Startery do reakcji PCR.

Starter Sekwencja 5’ -> 3’ Typ startera
15731 CGG TGG TGCAGA TGAACTT Starter wsteczny (ang. reverse)
16072 ACA GACACA CACCCAGGACA Starter przedni (ang. forward)
oIMR7338 CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA | Wewnetrzna kontrola

TCT pozytywna; starter przedni
oIMR7339 GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC | Wewnetrzna kontrola

ATCC pozytywna; starter wsteczny

Tabela 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR.

Skladnik Stezenie koncowe Objetos¢
bufor Kapa 2G HS 1,3x 5ul
MgCl» 2,6 mM 0,5 ul
dNTP KAPA 0,26 uM 0,5 pul
Starter 15731 0,5 uM 1,25 ul
Starter 16072 0,5 uM 1,25 ul
Starter oIMR7338 0,5 uM 1,25 ul
Starter oIMR7339 0,5 uM 1,25 pl
Polimeraza Kapa 2G HS tag polym 0,03 U/ul 0,1l
ddH20 11,9 wl
DNA 2ul
Tabela 3. Cykle reakcji PCR.

Krok | Temperatura (°C) Czas (sek.) | Uwagi

1. 94 120

2. 94 20

3. 65 15 Obnizenie o 0,5 °C w kazdym cyklu
4. 68 10

5. - - 10x powtorzenie etapu 2-4
6. 94 15

7. 60 15

8. 72 10

0. - - 28x powtdrzenie etapu 6-8
10. 72 120

11. 4 - utrzymanie

W wyniku reakcji PCR z DNA otrzymywano produkt o dtugosci 415 pz oraz
produkt bedacy pozytywna kontrola o dtugosci 324 pz. Produkty te byty

identyfikowane technikg elektroforezy w zelu agarozowym (1,2-2% agaroza (Sigma-
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Aldrich) w buforze TBE (Sigma-Aldrich)) z barwnikiem Midori Green Advance DNA
Stain (ABO) przy napieciu pradu 100 V. Do prébki z produktem PCR dodawano 5 pl
buforu obcigzajacego. Do studzienek wprowadzano 15 pl mieszaniny reakcyjnej.
Po zakonczeniu migracji Zel fotografowano w transluminatorze (Syngene).

Myszy przetrzymywano i hodowano w pomieszczeniach o statym cyklu
dobowym (12 godzin fazy jasnej, 12 godzin fazy ciemnej), stalej temperaturze
(23-24°C) i wilgotnosci (35-45%). Zwierzeta miaty nielimitowany dostep do wody
oraz standardowej karmy dla gryzoni laboratoryjnych (Labofeed B standard).
Wszystkie  procedury  doswiadczalne  zostaly  przeprowadzone  zgodnie
z obowigzujacymi regulacjami i za zgoda I Lokalnej Komisji Etycznej do spraw
Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie (nr. 247/2012, 829/2019). Dotozono
wszelkich staran aby zredukowac liczbe zwierzat uzytych w doswiadczeniach

i zminimalizowac ich cierpienie.

3.2. Test preferencji/unikania miejsca w klatkach IntelliCage

3.2.1. System IntelliCage

System IntelliCage firmy NewBehavior AG (Zirich, Szwajcaria;

http://www.newbehavior.com/) umozliwia dtugotrwate, w pelni zautomatyzowane

monitorowanie zachowania myszy zyjacych w grupach spotecznych (do 15
osobnikéw) przy minimalizacji wptywu badacza i stresu. System sktada sie z duzej
plastikowej klatki (o wymiarach u podstawy: 55 cm x 37,5 cm; na szczycie: 58 cm x 40
cm i wysokosci 20,5 cm) oraz elektronicznej pokrywy podtaczonej do komputera
rejestrujgcego dane w systemie ciggltym (Rycina 5A). Klatka wyposazona jest
w cztery komory instrumentalne umieszczone w naroznikach (Rycina 5B).
W kazdym rogu klatki IntelliCage mozna umie$ci¢ dwie butelki z ptynem. Aby uzyska¢
dostep do komory mysz przechodzi przez tunel (wejScie do tunelu o wymiarach:
zewnetrzna Srednica otworu: 50 mm; wewnetrzna Srednica: 30 mm; gtebokos¢
otworu: 20 mm) w ktéorym antena rejestruje i identyfikuje osobnika dzieki
wszczepionemu podskornie transponderowi (Slim Microchip TSL, Datamars). Takie
rozwigzanie pozwala na catodobowa rejestracje informacji o liczbie i dtugosci wizyt

w rogach, uderzen nosem w drzwi i liZznie¢ butelki. Komory klatki zaprojektowano
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tak, aby mogta zmiesci¢ sie w nich tylko jedna mysz, co gwarantuje precyzje
rejestrowanych danych i ich wilasciwe przypisanie dla kazdego z osobnikéw.
W opisanych do$wiadczeniach uzywano dwoéch aktywnych rogéw, a dwa pozostate
narozniki byty niedostepne dla myszy. W kazdym rogu byly umieszczone dwie
butelki z ptynem. Dostep do butelek byt ograniczony przez automatycznie zamykane

drzwi, ktore zwierze mogto otworzy¢ poprzez uderzenie w nie nosem.

B. Zawor sprezonego 3 kolorowe
powietrza diody LED

czujnik uderzen nosem zakonczenie butelki
(detektor Swiatta) (detekcja lizniec)

drzwi z mozliwoscia
zamkniecia

Rycina 5. System IntelliCage. A. Klatka IntelliCage z widocznymi czterema aktywnymi
rogami (w kolorze niebieskim), polagczonymi z panelem rejestrujagcym (szara pokrywa).
W pokrywie znajduje sie metalowa kratka na pokarm, a wewnatrz klatki czerwone domki dla
myszy. B. Komora instrumentalna (rég) widoczna od wnetrza klatki (z perspektywy
zwierzecia). Mysz po przejsciu przez tunel ma do wyboru dwa otwory za ktérymi znajduja sie
automatycznie zamykane drzwi, a za nimi dostepne butelki. Nad kazdym otworem znajduja
sie trzy kolorowe diody LED, ktérych selektywna aktywnos¢ moze by¢ zaprojektowana przez
badacza.

Trzy dni przed rozpoczeciem doswiadczenia myszy zostaty poddane
procedurze podskdrnego wszczepienia transponderow (10,9 mm dtugosci; 1,6 mm
$rednicy; Slim Microchip TSL, Datamars) umozliwiajacych identyfikacje zwierzat
w klatkach IntelliCage. Zabieg wykonano w krotkotrwatej anestezji wziewnej (0,5%

izofluranu we wdychanym powietrzu, Iso-Vet).

3.2.2. Trening w Kklatce IntelliCage

Testy preferencji lub unikania miejsca sktadaty sie z dwoch etapéw: adaptacji
(7-11 dni) i treningu (2 lub 24 godziny) (Rycina 6). W trakcie adaptacji zwierzeta
mogty swobodnie eksplorowac rogi klatki w ktérych miaty dostep do wody. Cztery
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dni przed treningiem, od goéry klatki, udostepniono myszom na 24 godziny butelke
z 5% roztworem sacharozy (obj. 250 ml) (Sigma-Aldrich) dla zapoznania sie ze

stodkim smakiem cukru (Rycina 6A).

O woda
© 5% roztwor sacharozy
@ 200 pM roztwdr chininy

A. Adaptacja Trening
3 -4 dni 1 dzien 3 dni 2 lub 24 godziny
0% sol|ew ool|oy, col|oe o0
o @) ®) o O™ @) @) (@)
B. Adaptacja Trening
6 dni 1 dzien 3 dni 2 godziny
o0 col|ee ool|oe go||og go

Rycina 6. Schemat treningu apetytywnego (A) i awersyjnego (B) w klatce IntelliCage.

Podstawowa preferencja rogéw zostata okreslona na podstawie pomiaréw
z ostatniej doby adaptacji i przedstawiono j3a jako procentowy udziat wizyt lub liznie¢
z mniej uczeszczanego rogu klatki. W tym rogu, w fazie treningu umieszczono butelke
z 5% roztworem sacharozy. W treningu awersyjnym, woda w preferowanym rogu
klatki zostata zastgpiona 200 pM roztworem chininy (Sigma-Aldrich) (Rycina 6B).
Zmiane preferencji rogu (A) z roztworem sacharozy lub chininy podczas treningu
(% wizyt do rogu z sacharoza/chining), porownano do preferencji tego samego rogu
w ostatnim dniu adaptacji (A) i zdefiniowano jako miare dokonanego wyboru
przestrzennego. Wszystkie etapy doswiadczenia rozpoczynaty sie z poczatkiem fazy
ciemnej gdy wzrasta aktywno$¢ myszy.

Interakcje spoleczne w klatce IntelliCage, zbadatam metoda analizy wizyt
bliskich. Wizyty bliskie definiowatam jako wizyty rozpoczynajace sie w momencie
zakonczenia wizyty innej myszy w tym samym rogu lub w czasie nie dtuzszym niz

1 sekunda (< 1 sek.) od poprzedniej wizyty (Dzik, 2018; Dzik i in., 2018; Harda i in.,
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2018) (PyMICE software, RRID: SCR_010505). Metoda ta pozwala okresli¢ tendencje
zwierzat do podazania za soba. W celu okreSlenia czesto$ci wizyt patrolujacych,
analizowano % wizyt bez picia ptynéw posréd wszystkich wizyt wykonanych przez
zwierze. Natomiast mianem perseweracji okreslono % wizyt do rogu, ktory zwierze

preferowato bardziej w czasie adaptacji.

3.3. Perfuzja przezsercowa

W celu pobrania tkanki i wykonania barwienia immunofluorescencyjnego
ex vivo, myszy znieczulono dootrzewnowym zastrzykiem ketaminy (w dawce
65 mg/kg), a nastepnie usypiano dootrzewnowym zastrzykiem pentobarbitalu sodu
(50 mg/kg). Zwierze perfundowano umieszczajagc w lewej komorze serca igle
i rozcinajac prawy przedsionek. Nastepnie, przez 3 minuty podawano przefiltrowany,
zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS, Medicago, #09-9400-100), a po nim 4%
roztwor paraformaldehydu (PFA, Sigma-Aldrich, #441244) w PBS (pH 7,5) przez
6 minut. Oba roztwory byly schtodzone do temperatury 4°C. Wyizolowane mozgi
utrwalano dodatkowo w 4% roztworze PFA w PBS w temperaturze 4°C przez 24
godziny. Nastepnie tkanke przetozono do 30% roztworu sacharozy (POCH,
#772090110) w PBS o charakterze krioprotekcyjnym i trzymano 3 dni w 4°C. Mozgi
krojono na kriostacie zyletkowym (CM1950, Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Wetzlar, Niemcy) w ptaszczyZnie czotowej, na skrawki o grubosci 40 pum. Skrawki
przechowywano w temperaturze -20°C w roztworze krioprotekcyjnym (PBS, 15%
sacharoza (POCH, #772090110), 30% glikol etylenowy (BioShop, #£TH001.4), 0,05%
NaNs (POCH, #792770426)).

3.4. Barwienie immunofluorescencyjne

Do wykonania barwien immunofluorescencyjnych wybrano co szosty skrawek
mozgu zawierajgcy grzbietowa cze$¢ hipokampa. Skrawki zidentyfikowano na
podstawie mysiego atlasu mozgu (Paxinos i Franklin, 2001) i wybrano takie, ktore
znajdowaly sie w przedziale koordynatéw w osi przednio-tylnej (AP) pomiedzy -1,70
mm do -2,06 mm od punktu bregmy. W dniu barwienia skrawki wyptukano
3 x 6 minut w PBS i inkubowano w roztworze blokujagcym skladajagcym sie z 5%

roztworu surowicy o$lej (NDS, Jackson ImmunoResearch, #017-000-121; RRID:
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AB_2337258) i 0,3% Triton X-100 (BioShop, #TRX506.100) w PBS przez 1 godz.
w temperaturze pokojowej, aby zminimalizowac¢ niespecyficzne wigzanie przeciwciat.
Nastepnie, skrawki inkubowano przez noc w 4°C z pierwszorzedowym przeciwcialem
rozpoznajacym antygeny biatka PSD-95 (1:500, Merck-Millipore, #MAB1598; RRID:
AB_94278). Drugiego dnia skrawki wyptukano 3 x 6 minut w 0,3% roztworze Triton
X-100 w PBS i inkubowano przez 1,5 godziny z przeciwciatem drugorzedowym Alexa
Fluor 555 (1:500, Invitrogen, #A31570; RRID: AB_2536180). Po inkubacji skrawki
przeptukano 3 x 6 minut w PBS, nalozono na szkietka (Thermo Scientific,
#AGAA000080) i zamknieto w medium Fluoromount-G z barwnikiem DAPI
(Invitrogen, #00-4959-52).

3.5. Stereotaktyczne iniekcje wektoréw wirusowych

Samice myszy wprowadzono w stan znieczulenia ogoélnego za pomoca
wziewnego anestetyku, izofluranu (Aerrane, Baxter; 5% indukcja, 1,5-2% w trakcie
operacji), i umieszczono w ramie stereotaktycznej (#51503, Stoelting, Wood Dale, 1L,
USA). Zwierze otrzymato podskérny zastrzyk: butorfanolu (2 mg/kg, Butomidor,
Richter Pharma) o dziataniu przeciwbélowym, kwasu tolfenamowego (4 mg/kg,
Tolfedine, Vetoquinol) o charakterze przeciwzapalnym, przeciwbélowym
i przeciwgoragczkowym oraz antybakteryjng enrofloksacyne (10 mg/kg, Baytril,
Bayer). Wszystkie roztwory z substancjami aktywnymi zostaty przygotowane w soli
fizjologicznej (0,9% NaCl, Gilbert). Temperatura ciala zwierzecia podczas operacji
byta utrzymywana za pomoca maty grzewczej. Na oczy myszy zaaplikowano
nawilzajagcy zel z karbomerem (2 mg/g, Vidisic, Bausch&Lomb), a skore gltowy
ogolono i miejscowo zdezynfekowano roztworem 70% alkoholu etylowego. Iniekcje
stereotaktyczng wykonano do kazdej z dwoch pdétkul mozgu, do grzbietowej czeSci
hipokampa pola CA1 (dCA1l), wedlug koordynatow wyznaczonych na podstawie
atlasu mozgu myszy (Paxinos i Franklin, 2001): AP, -2,1 mm; ML, #1,1 mm; DV, -1,3
mm (odlegto$¢ od bregmy). Wierttem dentystycznym wywiercono otwory w czaszce
i wykonano infuzje 0,5 pl zawiesiny nos$nikéw wirusowych LV lub AAV1/2 do
kazdego z hipokampow za pomoca 10 pl strzykawki z metalowa, uko$nie Scietg igta
o Srednicy 26G (SGE Analytical Science, #SGEO10RNS). Strzykawka do iniekcji
potaczona byta z pompg infuzyjng (UMP3, WPI, Sarasota, USA) i kontrolerem (Micro4,
WPI, Sarasota, USA), a infuzji dokonano z predkoscig 0,1 ul/min. Po zakonczonej
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infuzji, igte pozostawiono na miejscu przez kolejne 5 minut, a nastepnie podniesiono
+0,1 mm DV i pozostawiono na kolejne 5 minut, aby unikng¢ wycieku mieszaniny.

W zalezno$ci od eksperymentu zwierzetom podawano wektory lentiwirusowe
(LV) lub adenowirusowe (AAV). Wektor LV: H1-shRNA_PSD95-Ub-GFP (miano: 2,52 x
108/ul) koduje krotka sekwencje RNA o strukturze szpilki do wtoséw (shRNA)
komplementarng do sekwencji mRNA biatka PSD-95 i wyciszajaca jego ekspresje,
natomiast wektor kontrolny (H1-shRNA _lucyferaza; miano: 6,52 x 108/pl)
skonstruowany zostal na podstawie wektora pSUPER z shRNA komplementarnym do
mRNA lucyferazy Renilla (5'-CTGACGCGGAATACTTCGA-3') i wklonowany do wektora
pTRIP. W doswiadczeniach wykorzystano takze wektory AAV kodujace gen PSD-95
pod promotorem aCaMKIl. Myszom podano wektory wirusowe kodujgce biatko
PSD-95 w formie natywnej (aCaMKII-PSD95_WT-mCherry; miano: 1,35 x 10°/ul) oraz
zmutowanej z punktowa substytucja seryny (S) 73 na alanine (A) (aCaMKII-
PSD95_S73A-mCherry; miano: 9,12 x 109/ul). Grupie kontrolnej podano wirus
aCaMKII-mCherry (miano: 7,5 x 107/ul). Konstrukt H1-shRNA_PSD95-Ub-GFP
otrzymano od Prof. Olivera M. Schliiter’a (European Neuroscience Institute Gottingen,
Niemcy), a konstrukt aCaMKII-mCherry otrzymano z laboratorium Prof. Karla
Deiseroth’a (Stanford University, USA). Wirusy przygotowano w Pracowni Modeli
Zwierzecych Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN. Po infuzji, igte usunieto z mozgu,
a skdre zszyto rozpuszczalnymi ni¢mi chirurgicznymi, PGA USP 4-0 (Atramat,
#R2094-75), i znieczulono miejscowo Zelem z lidokaing (20 mg/g, Lignocainum Jelfa).
Po operacji zwierzeta przebywatly przez 7 dni w pojedynczych klatkach domowych
w celu zagojenia rany pooperacyjnej, a ich stan byt regularnie monitorowany.

W celu oceny transdukcji komérek wirusami LV lub AAV, sfotografowano
grzbietowe czeSci hipokampa na utrwalonych preparatach mysich skrawkow
mozgéw (wg wyzej opisanego protokotu) na mikroskopie konfokalnym Leica TCS
SP8, powiekszenie 63x. Analize wydajnosci transdukcji komorek, ktére produkowaty
egzogenne biatka wykonano w warstwie komorek piramidalnych (tac. stratum
pyramidale, StPyr) pola CA1 hipokampa, z wizualizacja komoérek nerwowych przez
NeuN (biatko jadrowe specyficzne dla dojrzatych neuronéw; marker neurondéw).
W tym celu przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne wedtug protokotu
opisanego w punkcie 3.4 niniejszego rozdziatu z wykorzystaniem nastepujacych

przeciwcial: pierwszorzedowe przeciwcialo rozpoznajace antygeny biatka NeuN
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(1:500, Abcam, #ab177487; RRID: AB_2532109) i przeciwciato drugorzedowe Alexa
Fluor 647 (1:500, Invitrogen, #A31573; RRID: AB_2536183) do analizy skrawkéw
z lentiwirusem kodujgcym biatko GFP lub drugorzedowe przeciwciato Alexa Fluor
488 (1:500, Invitrogen, #A21206; RRID: AB_2535792) do skrawkéw z wirusami AAV
kodujacymi biatko mCherry. Komoérke uwazano za stransfekowang jesli
obserwowano fluorescencje specyficzng dla egzogennego biatka w bliskim otoczeniu
neuronu. Nastepnie, uzyskany wynik podzielono przez liczbe wszystkich widocznych

w polu widzenia komérek w obrazowanej warstwie piramidalne;.

3.6. Obrazowanie i analiza zdje¢ mikroskopowych

Do obrazowania preparatow uzyto mikroskopu konfokalnego Zeiss Spinning
Disc z obiektywem o powiekszeniu 63x z immersjg olejowa (Zeiss, Gottingen,
Niemcy). Serie zdje¢ dendrytéw wypeinionych GFP wykonano w $rodkowej czesci
warstwy promienistej (tac. stratum radiatum, StRad) pola CA1 hipokampa
z powiekszeniem cyfrowym 1,6x, w interwatach 0,26 pum w osi z. W efekcie uzyskano
zdjecia o rozdzielczosci 512 x 512 px i wymiarach 67,72 x 67,72 pm. Skrawki mé6zgu
fotografowano obustronnie, a na kazde zwierze wykonano od 6 do 8 mikrofotografii
(jeden dendryt z jednego neuronu na zdjeciu). Dla wszystkich zdje¢ z danego
barwienia/doswiadczenia uzywano jednakowych ustawien mikroskopu.

Do analizy kolcéw dendrytycznych wykorzystano w pét-automatyczny
program SpineMagick! (Ruszczycki i in., 2014). Gesto$¢ oraz $rednig powierzchnie
punktu PSD-95(+), jak réwniez ich kolokalizacje z kolcami dendrytycznymi
analizowano z uzyciem makro programu Image] (Fiji) napisanego przez dr Kacpra
Lukasiewicza w jezyku JAVA (Makro do analizy kolokalizacji kolcow
dendrytycznych i PSD-95 w Suplemencie) (Fedulov i in., 2007).

W doswiadczeniach z wykorzystaniem konstruktow wirusowych (Rycina 12,
13) zdjecia wykonano na mikroskopie konfokalnym Leica TCS SP8 (Leica
Microsystem, Wetzlar, Niemcy) z obiektywem o powiekszeniu 63x, z immersja
olejowa i powiekszeniem cyfrowym 1,6x, zaopatrzonego w detektor PMT.
Za wskaznik zmian w poziomie biatka PSD-95, przyjeto ,Srednig warto$¢ w skali
szarosci” (MGV) analizowanych obrazow. Wskaznik ten przyjmowat wartos$¢ od 0 do

255 (Makro do analizy poziomu biatka w Suplemencie).
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W celu analizy objeto$ci hipokampdéw myszy, sfotografowano co szoésty
skrawek moézgu utrwalony wedtug procedury opisanej powyzej. Zdjecia wykonano na
mikroskopie Leica AF7000 (Leica Microsystem, Wetzlar, Niemcy) w jasnym polu
widzenia, z obiektywem o powiekszeniu 5x, a dopasowane i natozone zdjecia
przeanalizowano w programie Reconstruct (Fiala, 2005) dostepnym na

http://synapses.clm.utexas.edu/tools/reconstruct/reconstruct.stm.

3.7. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata wykonana w programie GraphPad Prism 8.
Doktadne dane dotyczace wielkosci grup (liczba myszy, dendrytéow lub kolcow
dendrytycznych) przedstawiono na wykresach lub w podpisach do rycin. Do analizy
danych o rozktadzie normalnym i réwnych wariancjach wykorzystano test
t-Studenta, jedno-, dwu- lub trzyczynnikowg analize wariancji (ANOVA) i analize
modeli mieszanych (ang. mixed-effects model) z powtérzonymi pomiarami, a hipotezy
testowane a priori badano testem Sidaka lub Dunna dla powtérzonych pomiaréw. Do
analizy zaplanowanych poréwnan uzyto testu LSD Fishera, a do analizy poréwnan
wielokrotnych stosowano test Tukeya. W przypadku danych o rozktadzie
nieparametrycznym zastosowano test sumy rang (kolejnosci par) Wilcoxona.

Powierzchnie kolcow dendrytycznych oraz punkty PSD-95 nie prezentuja
rozkltadu normalnego i zostaty przeanalizowane testem Kruskala-Wallisa. Rozktad
czestotliwosci (ang. frequency distribution) powierzchni kolca dendrytycznego do
powierzchni punktu PSD-95 poréwnywano testem Kolmogorova-Smirnova. Korelacje
analizowano z uzyciem testu korelacji rang Spearmana, a rdéznice nachylenia
i przesuniecia linii regresji analizowano testem ANCOVA. Dane o rozktadzie
normalnym zostaly przedstawione na wykresach jako $rednia + btad standardowy
Sredniej (SEM). Dla pomiarow nie charakteryzujgcych sie rozktadem normalnym
przedstawiono mediany i zakres miedzykwartylowy (IQR). Réznice pomiedzy

grupami uznano za statystycznie istotne przy p < 0,05.
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4. Wyniki

4.1. Trening wyboru przestrzennego u mtodych i starych myszy

Aby odpowiedzie¢ na pytanie w jaki sposOb starzenie sie wptywa na
podejmowane strategie behawioralne w czasie dokonywania wyboru przestrzennego,
wykorzystalam system IntelliCage, ktory zapewnia warunki zblizone do tych
wystepujacych w Srodowisku naturalnym. Klatki IntelliCage pozwalaja na badanie
zaréwno procesu wyboru przestrzennego (Kiryk i in., 2011; Sliwiniska i in., 2020), jak
i nieprzestrzennych aspektéw zachowania, ktérych celem jest zdobycie nagrody
(Radwanska i Kaczmarek, 2012), czy interakcje spoteczne (Harda i in., 2018; Kiryk
iin, 2011).

Mtode, dojrzate samice myszy Thy1l-GFP(M) (51 miesiecy, n=6) i zwierzeta
w podesztym wieku (18+2 miesiecy, n=6) poddano treningowi w klatkach IntelliCage.
Zwierzeta mtode i stare trzymano w dwéch oddzielnych klatkach. Podczas adaptacji,
myszy miaty swobodny dostep do dwoéch aktywnych rogéw klatki z woda. W trakcie
treningu, woda w mniej preferowanym rogu w ostatnim dniu adaptacji, zostata
zastapiona roztworem sacharozy (5% w wodzie kranowej) (Rycina 7A) (Harda i in.,
2018; Sliwinska i in., 2020). W celu dokonania ogélnej charakterystyki zachowania
zwierzat, zmierzono aktywno$¢ myszy (liczba wizyt do rogéw) i spozycie ptynow
(liczba liznie¢) w czasie adaptacji i treningu. Nie zaobserwowano rdéznic
w aktywnosci mtodych i starych myszy (Rycina 7B.i) (dwuczynnikowa RM ANOVA,
efekt wieku: Fi, 10 = 1,421, P = 0,261), ale odnotowano istotny efekt treningu
(F7, 70 = 22,29, P < 0,001). Dostep do stodkiego roztworu sacharozy spowodowat
znaczny wzrost czestoSci wizyt w porownaniu do ostatniego dnia adaptacji
u wszystkich zwierzat niezaleznie od wieku (Rycina 7C.i) (dwuczynnikowa RM
ANOVA, trening: F1, 10 = 33.10, P < 0,001; wiek: Fy, 10 = 0,094, P = 0,766; test post hoc
Sidaka dla powtorzonych pomiaréw: mtode vs. stare, P < 0,05). Zaobserwowano takze
wzmozone spozycie ptynoéw przez miode osobniki w trakcie trwania catego
doswiadczenia - zaréwno w fazie adaptacji, jak i w treningu (Rycina 7B.ii) (efekt
treningu: F7, 70 = 9,56, P < 0,001; efekt wieku: F1, 10 = 21,96, P < 0,001; test post hoc
Sidaka dla powtdérzonych pomiaréw: (dzien 1.)_mtode vs. stare P = 0,007, (dzien
8.)_mtode vs. stare P < 0,001). Poréwnujac zmiany spozycia ptynéw miedzy ostatnim

dniem adaptacji a treningiem, jedynie u miodych zwierzat odnotowano istotny
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wzrost (Rycina 7C.ii) (trening: F1,10 = 28,12, P < 0,001; wiek: F1,10 = 4,054, P = 0,072;
test post hoc Sidaka dla powtérzonych pomiaréw: mtode P < 0,001; stare P = 0,128).
Obserwacje te pokazuja, ze mtode i starzejgce sie zwierzeta nie roéznity sie istotnie
aktywno$cia podstawowa oraz t3 indukowang treningiem, a jedynie iloScig
spozywanych ptynéw w czasie treningu, co dowodzi braku powaznych zaburzen
motorycznych u starych myszy.

Miarg poprawnie dokonanych wyboréw przestrzennych w czasie treningu,
byta zmiana preferencji rogu z nagroda w czasie treningu (A % wizyt), podczas gdy
nieprzestrzenny aspekt pamieci nagrody mierzono jako zmiane preferencji picia
z rogu (A % lizniec). Zaré6wno mtode, jak i stare zwierzeta zwiekszyty czestotliwos$¢
wizyt w rogu z nagroda (analiza modeli mieszanych, x? = 34,68, df = 1, P < 0,001; efekt
treningu: F2161; 1993 = 23,85, P < 0,001), co dowodzi rozwijajacej sie preferencji
przestrzennej (Rycina 7D.i). Zwierzeta stare wykazywaly jednak wieksza zmiane
preferencji rogu niz osobniki mtode (efekt wieku: Fy, 10 = 14,42, P = 0,004; interakcja
wiek x czas: Fo g3 = 3,444, P = 0,001), co potwierdzono testem post hoc LSD dla
zaplanowanych poréwnan (P < 0,05). Ponadto, u wszystkich myszy niezaleznie od
wieku zaobserwowano zwiekszong czestotliwo$¢ liznie¢ sacharozy (analiza modeli
mieszanych, x2=70,01, df = 1, P < 0,001; efekt treningu: F1,376; 12,08 = 128,4, P < 0,001),
co dowodzi formowaniu pamieci i preferencji nagrody. Jednak tu takze
zaobserwowano wptyw wieku (Fi, 10 = 21,11, P < 0,001) jak i interakcje wieku
z czasem (Fs 49 = 5,418, P < 0,001) (Fig. 7D.ii).

Przedstawione dane pokazujg, Ze zaréwno mtode, jak i stare myszy zazwyczaj
dokonywaly poprawnych wyboréw przestrzennych, formujac przy tym pamiec
nagrody. Zaskakujgco, zmiana preferencji rogu i spozycia sacharozy byta znacznie
wieksza w grupie starzejacych sie zwierzat. Co istotne, czestotliwos$¢ wizyt
w naroznikach klatki IntelliCage wynika nie tylko z dokonywanych wyboréw
wymagajacych informacji przestrzennej, ale réwniez z naturalnego patrolowania
rogow (wizyty bez picia ptynow), zwyczajowych wizyt w preferowanych miejscach
(perseweracji), czy interakcji spotecznych (Harda i in., 2018; Kiryk i in., 2011;
Sliwinska i in., 2020). W zwigzku z powyzszym sprawdzitam, czy myszy stare i mtode
réznity sie pod wzgledem czestosci takich zachowan, co mogtoby mie¢ wptyw na

ksztaltowanie preferencji miejsca w czasie treningu.
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Zaobserwowano istotne zmniejszenie sie czestotliwosci wizyt patrolujacych
(wizyt bez liZniecia) w czasie treningu (dwuczynnikowa RM ANOVA, F1, 10 = 56,54,
P < 0,001), niezaleznie od wieku (F1, 10 = 3,420, P = 0,094) (Rycina 7E). Test post hoc
Sidaka potwierdzit brak réznic w czestotliwosci wizyt patrolujacych podczas
adaptacji i treningu pomiedzy mtodymi i starymi myszami (dla obu P > 0,05).
Obnizona czestotliwo$¢ wizyt tego typu w czasie treningu dowodzi, iz zaréwno
mtode, jak i stare osobniki ograniczajg zwyczajowa eksploracje klatki i nie jest to
przyczyna réznic w preferencji rogdw z nagroda obserwowanych pomiedzy tymi
grupami wiekowymi.

Przetestowano réwniez perseweracje, ktérag mierzono jako czestotliwos¢
wizyt i liznie¢ do preferowanego naroznika. W czasie adaptacji, stare myszy byty
bardziej perseweracyjne, zaré6wno pod wzgledem wykonywanych wizyt (test
t-Studenta, t = 4,194, df = 10, P = 0,002) (Rycina 7F.i), jak i liznie¢ (t = 4,500, df = 10,
P = 0,001) w poréwnaniu do myszy miodych (Rycina 7F.ii). Wskazuje to, ze
obserwowane wzmozone zachowania perseweracyjne starych myszy w czasie fazy
adaptacji przyczynily sie do wiekszej zmiany preferencji rogu z nagroda podczas
treningu.

Ostatnig testowang miarg zachowania myszy byta czestotliwo$¢ wizyt
spotecznych [wizyta bliska (interwat < 1 sek.) po wizycie innej myszy| w grupie
mtodych i starych zwierzat (Rycina 7G) (Harda i in, 2018). Test sumy rang
(kolejnosci par) Wilcoxona wykazat, ze mtode zwierzeta w trakcie treningu
wykonywaty mniej wizyt spotecznych niz w czasie adaptacji (P = 0,031), podczas gdy
u starych myszy obserwowano ich wzrost (P = 0,031), co sugeruje Ze starsze
zwierzeta czesSciej obserwujg inne myszy i podazajg za nimi w trakcie treningu.

Przeprowadzone dos$wiadczenie dowodzi, iz zar6wno mtode jak i starzejace
sie myszy sa w stanie dokona¢ trafnych wyboréw przestrzennych oraz formuja
pamie¢ nagrody. Osobniki stare prezentowaty wiekszg zmiane preferencji rogu
podczas treningu jako efekt strategii behawioralnej charakteryzujacej sie zwiekszong

sktonnos$cig do zachowan perseweracyjnych i spotecznych.
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Rycina 7. Stare myszy rozwijaja silna preferencje do rogu z nagroda w wyniku
zwiekszonej czestotliwosci wizyt perseweracyjnych i spotecznych.

(A) Schemat do$wiadczenia. W fazie adaptacji, myszy miaty dostep do dwdéch aktywnych
rogow klatki IntelliCage. Podczas treningu preferencji miejsca, sacharoze podawano do rogu
rzadziej odwiedzanego przez myszy (mniej preferowanego) w czasie adaptacji. W trakcie
trwania catego eksperymentu populacje osobnikéw miodych i starych utrzymywano
oddzielnie. (B) Aktywnos$¢ myszy w trakcie adaptacji i treningu. Catkowita dobowa liczba
wizyt (i) i liznie¢ (ii) do/z obu dostepnych rogéw. (C) Dobowa aktywno$¢ myszy w ostatnim
dniu adaptacji i podczas treningu prezentowana w aspekcie wykonanych (i) wizyt
i (ii) liznie¢. (D) Rozwdj preferencji do rogu z nagroda w trakcie treningu. Zmiana preferencji
wykonanych wizyt (i) i liznie¢ (ii) do/z rogu z sacharozg w poréwnaniu do pomiaréw w
ostatniej dobie adaptacji. Faze ciemna cyklu dobowego oznaczono szarym polem.
(E) Procentowy udzial wizyt patrolujacych (bez liZniecia), (F) wizyt (i) i liznie¢ (ii)
perseweracyjnych w trakcie adaptacji i treningu oraz (G) wizyt spotecznych (podazanie do
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rogu za innymi osobnikami w odstepie krétszym niz 1 sekunda). *P < 0,05, **P < 0,01,
*¥*P < 0,001 dla testdw post hoc. Na wykresach (B-F) przedstawiono $rednig * SEM,
(G) mediana * IQR. ,A” na wykresach (D.i,ii) przedstawia preferencje do rogu w ostatnim
dniu adaptacji (do tego samego rogu w ktérym na czas treningu umieszczono roztwor
sacharozy i dla ktérego prezentowane sg dane w kolejnych godzinach treningu).

4.2. Wptyw interakcji spotecznych na dokonywanie wyboréw przestrzennych

u starych myszy

Aby zweryfikowa¢ role interakcji spotecznych w dokonywaniu wyborow
przestrzennych u starych osobnikéw, przetestowano czy obecno$¢ mtodych myszy
w tej samej klatce moze wptywac na podejmowane decyzje przestrzenne i pamiec
nagrody. W tym celu, przetestowano nowg kohorte mtodych (n=9) i starych myszy
(n=13), ktére zostaly wymieszane i trenowane wspdlnie zgodnie z protokotem
przedstawionym na Rycinie 8A. Zaobserwowano istotny wplyw wieku
(dwuczynnikowa RM ANOVA, F1, 160 = 81,01, P < 0,001) i treningu (F7, 160 = 13,72,
P < 0,001) na aktywno$¢ zwierzat w trakcie adaptacji i treningu (Rycina 8B.i).
[stotnos$¢ tych réznic potwierdzit test post hoc Sidaka dla powtérzonych pomiaréw,
ktéry dowiodt, ze w trakcie swobodnego dostepu do wody w czasie adaptacji, stare
myszy byty mniej aktywne i eksplorowaty §rodowisko znacznie rzadziej niz osobniki
mtode (P < 0,05). Podczas treningu, aktywnos$¢ mtodych i starych myszy wzrosta do
podobnego poziomu (P = 0,281).

Kiedy przyjrzymy sie dokladniej zmianom aktywnoSci zwierzat mierzonych
liczbg wykonanych wizyt w ostatnim dniu adaptacji i w treningu, zaobserwujemy
istotny wptyw treningu (dwuczynnikowa RM ANOVA, efekt treningu: Fy, 10 = 22,17,
P <0,001), ale nie wieku (F1,19 = 3,643, P = 0,072) (Rycina 8C.i). Jak wykazat test post
hoc Sidaka, zar6wno mtode, jak i stare myszy zwiekszyty aktywnos$¢ podczas treningu
(P=0,0421iP <0,001). Odnotowano takze istotny efekt treningu na spozycie ptynéw
(dwuczynnikowa RM ANOVA, F15s2; 31,05 = 49,84, P < 0,001), ale nie zaobserwowano
réznic zwigzanych z wiekiem (F1, 20 = 1,377, P = 0,254) (Rycina 8B.ii). Analiza post
hoc Sidaka potwierdzita brak istotnych ré6znic w konsumpcji ptynéw pomiedzy
mtodymi i starymi zwierzetami, cho¢ obie grupy zwiekszyty spozycie w dniu treningu
(P < 0,001 dla obu) (dwuczynnikowa RM ANOVA, efekt treningu: Fi, 20 = 40,01,
P < 0,001, efekt wieku: Fy, 20 = 0,496, P = 0,489) (Rycina 8C.ii). Oznacza to,

ze wymieszanie w populacji mtodych i starych myszy nie wptyneto na ich czestos¢
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wizyt w rogach podczas treningu, ale nieznacznie zwiekszyto konsumpcje nagrody
przez stare osobniki.

Analiza preferencji rogu z nagroda w trakcie treningu pokazata istotny wptyw
czasu na zmiane preferencji wizyt (analiza modeli mieszanych, x? = 15,07, df = 1,
P < 0,001; efekt treningu: F4394; 81,53 = 7,194, P < 0,001), co dowodzi ksztattowania
preferencji przestrzennej (Rycina 8D.i). Ponadto, zaobserwowano réwniez istotny
wptyw wieku zwierzat (F1, 20 = 15,53, P < 0,001) oraz interakcje pomiedzy wiekiem
i czasem (Fo, 167 = 2,99, P =0,002). Test post hoc Sidaka dla powt6rzonych pomiaréw
pokazat natomiast, ze ro6znica pomiedzy miodymi i starymi zwierzetami
obserwowana byta na poczatku trwania treningu (0,5 godz., P = 0,009) oraz po kilku
godzinach od jego rozpoczecia (5 godz., P = 0,014; 6 godz., P = 0,034; 12 godz,
P = 0,002), lecz nie miedzy godz. 1 a 3. Co wiecej, analiza liczby liZnie¢ sacharozy
pokazata istotny efekt treningu (analiza modeli mieszanych, x? = 14,05, df = 1,
P <0,001; F299; 51,49 = 19.48, P < 0,001), co dowodzi formowaniu sie pamieci nagrody
(Rycina 8D.ii). Nie zaobserwowano jednak réznic w spozyciu sacharozy pomiedzy
miodymi i starzejacymi sie myszami (F1, 20 = 2,502, P = 0,129) oraz interakcji
pomiedzy wiekiem i czasem (Fo, 155 = 1,149, P = 0,332), co dowodzi, Ze w mieszanej
populacji zmiana preferencji nagrody stata sie podobna u myszy starych i mtodych.

Nastepnie zweryfikowano, czy pod wpltywem wymieszania miodych
i starszych osobnikow, ulegnie zmianie czestotliwo$¢ wizyt patrolujacych,
perseweracyjnych lub spotecznych, w poréwnaniu do populacji trenowanych osobno.
Nie zaobserwowano wptywu wieku (dwuczynnikowa RM ANOVA, Fi, 20 = 0,269,
P =0,610), ani treningu (F1,20= 1,943, P = 0,179) na czestotliwo$¢ wizyt patrolujacych
(Rycina 8E). Tak wiec, w przeciwienstwie do populacji niemieszanej, czestotliwos¢
tego rodzaju wizyt wynikajacych z naturalnej potrzeby eksploracji, pozostata wysoka
réwniez w trakcie treningu. Ponadto, odnotowano istotny statystycznie efekt wieku
na czestotliwo$¢ wizyt perseweracyjnych, ale nieistotny dla liznie¢ perseweracyjnych
(Rycina 8F.j,ii). Co ciekawe, czestotliwos¢ wizyt perseweracyjnych wykonywanych
przez myszy stare w populacji mieszanej, w czasie adaptacji byla nizsza niz
w populacji trenowanej indywidualnie (66% vs. 80%) (test t-Studenta, t = 2,891,
df = 20, P = 0,009). Natomiast, mtode myszy w populacji mieszanej wykonaty wiecej
liZnie¢ perseweracyjnych w poréwnaniu do zwierzat trenowanych osobno (85% vs.

65%) (t = 2,013, df = 20, P = 0,058). Analizujgc czestotliwo$¢ wizyt spotecznych,
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zaobserwowano istotny wplyw treningu (analiza modeli mieszanych, x? = 4,645,
df =1, P =0,031, F, 19 = 15,68, P < 0,001), ale brak réznic wywotanych wiekiem
(F1, 20 = 0,195, P = 0,663) oraz interakcji pomiedzy tymi dwoma czynnikami
(F1, 20 = 0,641, P = 0,433) (Rycina 8G). Jak potwierdzono testem post hoc LSD dla
zaplanowanych poréwnan, nie znaleziono istotnych roéznic w czestoSci wizyt
spotecznych pomiedzy miodymi i starymi osobnikami w trakcie adaptacji lub
treningu. Zaré6wno mtode (P = 0,018), jak i stare zwierzeta (P = 0,006) zwiekszyty
czestotliwos$¢ tego typu wizyt w dniu treningu w pordwnaniu do fazy adaptacji.
Podsumowujac, doSwiadczenie przeprowadzone na mieszanej populacji myszy
mtodych i starych pokazato, ze wysoka sktonno$¢ do wizyt perseweracyjnych
i interakcji socjalnych moze przyczynia¢ sie do silnej preferencji miejsca i nagrody
u starych myszy. Na czestotliwo$¢ takich zachowan wptywaja osobniki przebywajace
w Kklatce, a zatem w towarzystwie myszy mtodych czesto$¢ zachowan

perseweracyjnych myszy starych spada.
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Rycina 8. Na wybory przestrzenne starych myszy wpltywajg interakcje spoteczne.

(A) Schemat doswiadczenia. W fazie adaptacji, myszy miaty dostep do dwdch aktywnych
rogéw klatki IntelliCage. Podczas treningu preferencji miejsca, sacharoze podawano do rogu
mniej preferowanego w czasie adaptacji. W trakcie trwania eksperymentu myszy mtode
i stare utrzymywano w populacji mieszanej. (B) Aktywno$¢ myszy w trakcie adaptacji
i treningu. Catkowita dobowa liczba wizyt (i) i liznie¢ (ii) do/z obu dostepnych rogéw dla
osobnikéw mtodych i starych zyjacych razem w jednej klatce. (C) Dobowa aktywnos$¢ myszy
w ostatnim dniu adaptacji i podczas treningu ilustrujgca wzrost preferencji do rogu z nagroda
w czasie treningu. Wykresy przedstawiajg ilos¢ wizyt (i) i liznie¢ (ii) do/z rogu z sacharoza.
(D) Wzrost preferencji do rogu z nagrodg w trakcie treningu. Zmiana preferencji
wykonywanych wizyt (i) i liznie¢ (ii) do/z rogu z sacharoza w poréwnaniu do pomiaréw
w ostatniej dobie adaptacji. Faze ciemng cyklu dobowego oznaczono szarym polem.
(E) Procentowy udziat wizyt patrolujgcych (bez lizniecia), (F) wizyt (i) i liznie¢ (ii)
perseweracyjnych w trakcie adaptacji i treningu oraz (G) wizyt spotecznych (podazanie do
rogu za innymi osobnikami w odstepie krétszym niz 1 sekunda). *P < 0,05, **P < 0,01,
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¥*pP < 0,001 dla testow post hoc. Na wykresach przedstawiono $rednig + SEM. ,A” na
wykresach (D.iii) przedstawia preferencje do rogu w ostatnim dniu adaptacji (do tego
samego rogu w ktdrym na czas treningu umieszczono roztwdr sacharozy i dla ktorego
prezentowane sg dane w kolejnych godzinach treningu).

4.3. Trening wyboréw przestrzennych i wiek wptywajg na plastycznos$¢ kolcow

dendrytycznych

Powstawanie pamieci u starzejacych sie myszy wigzane jest z nowymi
formami plastycznoSci synaptycznej (Aziz i in., 2019; Lee i in.,, 2005). W swoich
badaniach, jako wskaznik plastycznosci synaptycznej zachodzacej w czasie treningu
(Graziane i in., 2016), przyjelam zmiany morfologii i gestosci kolcow dendrytycznych
u mtodych i starych zwierzat. Dwie godziny od rozpoczecia treningu apetytywnego,
czyli od momentu umieszczenia roztworu sacharozy w jednym z rogéw i napicia sie
go przez zwierze), myszy u$piono i sperfundowano w celu pobrania tkanki. Wybrano
dwugodzinny punkt czasowy na analize kolcow dendrytycznych, ze wzgledu na fakt,
ze wczesSniejsze doSwiadczenia wykazaty istotne, lecz przejSciowe zmiany morfologii
kolcéw w tym punkcie czasowym po treningu zaleznym od hipokampa (Radwanska
iin, 2011). W doswiadczeniu wykorzystano mtode (5 miesiecy) i stare (18 miesiecy)
myszy linii Thy1-GFP(M) (Feng i in., 2000), ktére charakteryzuja sie ekspresja biatka
zielonej fluorescencji (GFP) w okoto 10% neuronéw glutaminianergicznych pola CA1
(Rycina 9C). Zwierzeta mtode i stare trenowano w osobnych klatkach, a samice
z grupy kontrolnej uSmiercono tuz po zakonczeniu adaptacji (Rycina 9A). Analizujac
zachowanie zwierzat zaobserwowano istotny efekt treningu (analiza modeli
mieszanych, x2 = 0,8299, df = 1, P = 0,362; trening: F3 25 = 52,93, P < 0,001) na zmiane
czestotliwosci wizyt do rogu z sacharoza, co dowodzi wyksztatceniu preferencji do
rogu z nagrodg zaréwno przez miode i stare zwierzeta (Rycina 9B.i).
Nie zaobserwowano réznic zwigzanych z wiekiem myszy (F1,9 = 0,9315, P = 0,36) lub
interakcji pomiedzy wiekiem i czasem (F3, 25 = 1,601, P = 0,214) na preferencje do
rogu z nagroda. Analiza post hoc testem LSD dla planowanych poréwnan wykazata
jednak, ze starzejace sie samice prezentowaly wieksza zmiane preferencji rogu
z nagroda niz osobniki mtode pod koniec trwania treningu (2 godz.) (P < 0,05).
Pod wplywem treningu zmienita sie preferencja rogu z ktérego zwierzeta pity, na

korzy$¢ naroznika z nagroda i zmiana ta byta niezalezna od wieku (analiza modeli
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mieszanych, x2 = 18,78, df = 1, P < 0,001; trening: F3 26 = 512, P < 0,001; wiek:
F1,9 = 3,828, P = 0,082) (Rycina 9B.ii).

Aby przyjrze¢ sie doktadniej zachodzgcym zmianom zwigzanym ze starzeniem
sie, poczatkowo zwierzylam catkowita objeto$¢ hipokampdéw mtodych i starych
osobnikow. Stereologiczna analiza skrawkéw mo6zgéw wybarwionych DAPI, wykazata
brak réznic w wielkosci hipokampéw miedzy myszami starymi i mtodymi, co
dowodzi braku powaznych zmian neurodegeneracyjnych zwigzanych z wiekiem
(Rycina 9D.j, ii) (test t-Studenta, t = 0,098, df =17, P = 0,923).

Morfologie kolcow dendrytycznych analizowano w warstwie promienistej
(stratum radiatum, StRad) pola dCA1 (Rycina 9C, E), poniewaz wtasnie ten region
mozgu zaangazowany jest w procesy poznawcze obejmujace podejmowanie
wybordéw przestrzennych (Bannerman i in., 2012, 2014). Na zmiany gestosci kolcéw
dendrytycznych, istotny wptyw miat trening (dwuczynnikowa ANOVA, F1, 14 = 8,126,
P = 0,013), ale nie wiek (F1, 14 = 0,0103, P = 0,921), czy interakcja pomiedzy tymi
czynnikami (F1,14 = 1,901, P = 0,19) (Rycina 9F). Test post hoc Tukeya dla poréwnan
wielokrotnych pokazat brak réznic gestosci kolcéw dendrytycznych miedzy grupami
eksperymentalnymi. Przygladajac sie gestosci kolcow po dwdch godzinach treningu
zaobserwowano trend wzrostowy u osobnikéw starych, jednak wynik testu byt
nieistotny statystycznie (P = 0,054). Analiza powierzchni kolcéw dendrytycznych
wykazata istotng réznice pomiedzy grupami do$wiadczalnymi (test Kruskala-Wallisa,
H=42,21,P <0,001) (Rycina 9G). Test post hoc Dunna dla poréwnan wielokrotnych
potwierdzit, Ze u mtodych myszy z grupy kontrolnej odnotowano wieksze kolce niz
w grupie kontrolnej starzejacych sie zwierzat (mediana 0,248 vs. 0,214 pm?)
(P <0,001). Co wiecej, zaobserwowano przesuniecie sie mediany powierzchni kolcow
u miodych myszy po treningu w kierunku mniejszych wartosci (0,248 vs. 0,225 pm?)
(P <0,001), w przeciwienstwie do wyzszych pomiaré6w u starych zwierzat (0,214 vs.
0,227 um?2) (P < 0,001). Obserwacje te potwierdzono analizg rozktadu czestotliwosci
powierzchni kolcow przedstawionych na Rycinach 9H-J. Odnotowano czestsze
wystepowanie matych kolcéw dendrytycznych u starych zwierzat w poréwnaniu do
mtodych osobnikéw z grupy kontrolnej (test Kolmogorova-Smirnova, D = 0,1216,
P < 0,001) (Rycina 9H) oraz u mtodych myszy po treningu w poréwnaniu do kontroli
(D =0,074, P <0,001) (Rycina 9I), podczas gdy czestotliwo$¢ wystepowania matych
kolcéw u starych zwierzat spadta po treningu (D = 0,079, P = 0,003) (Rycina 9]).
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Podsumowujgc, przedstawione dane dowodzg, zZe trening przestrzenny w Kklatce
IntelliCage prowadzi do kurczenia sie kolcéw dendrytycznych w dCA1 u mtodych
myszy. W przeciwienstwie do mtodych zwierzat, u osobnikéw starych, obserwowano
tworzenie sie nowych kolcow i wzrost Sredniej wielkosci kolcow dendrytycznych, co
moze sugerowac alternatywng forme plastycznos$ci synaptycznej. Aby zweryfikowac
te hipoteze, w nastepnym etapie przeanalizowatam ekspresje biatka
postsynaptycznego, PSD-95, ktore kontroluje lokalizacje receptoréw AMPA (AMPAR)
w synapsie i wplywa na plastycznos$¢ synaps glutaminianergicznych (Bats i in., 2007;

Opazoiin., 2012).
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Rycina 9. Trening powoduje kurczenie sie kolcow dendrytycznych w regionie CA1
u mlodych myszy i wzrost kolcéw u starzejacych sie osobnikéw.

(A) Schemat doswiadczenia. Zwierzeta uSmiercono tuz po zakonczonej adaptacji (Kontrola)
lub po dwdch godzinach treningu (Trening). (B) Analiza zachowania przedstawia wzrost
preferencji wizyt (i) i liznie¢ (ii) do rogu z nagroda w trakcie treningu. (C) Reprezentatywne
zdjecie grzbietowej cze$ci hipokampa myszy linii Thyl-GFP(M). Biala ramka wskazuje
analizowany region (warstwa promienista pola CA1). Skala: 200 pm. (D) Stereologiczna
analiza objetoS$ci hipokampéw mtodych i starych zwierzat. (i) Przyktadowe rekonstrukcje 3D
mysich hipokampéw oraz (ii) zmierzona objeto$¢ zrekonstruowanych obrazéow.
(E) Reprezentatywne fotografie fragmentéw dendrytéw mtodych i starych myszy linii Thy1-
GFP(M) z grupy kontrolnej i trenowanej. Skala: 2 pum. (F) Gesto$¢ liniowa kolcéw
dendrytycznych. Dane na wykresie przedstawiajg usrednione pomiary z kilku zdje¢ dla
kazdego zwierzecia (Mtode_Kontrola, liczba myszy/ ilo$¢ dendrytéw = 4/ 20; Mtode_Trening,
myszy/ dendryty = 6/ 38; Stare_Kontrola, myszy/ dendryty = 4/ 22; Stare_Trening, myszy/
dendryty = 5/ 21). (G) Powierzchnia kolcéw dendrytycznych mtodych i starzejacych sie
myszy w grupie kontrolnej i po treningu. Wykres przedstawia indywidualne dane ze
wszystkich przeanalizowanych kolcéw (Miode_Kontrola, liczba myszy/ ilos¢ kolcow
dendrytycznych = 4/ 1112; Mlode_Trening, myszy/ kolce = 6/ 2455; Stare_Kontrola, myszy/
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kolce = 4/ 972; Stare_Trening, myszy/ kolce = 5/ 1158). (H-J) Dystrybucja wielkosci kolcéw
dendrytycznych u myszy mtodych i starych, kontrolnych i trenowanych. Dla lepszego
zobrazowania réznic pomiedzy grupami przedstawiono dane zlogarytmowane (log10).
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. Na wykresach (B,D.ii,F) przedstawiono $rednig + SEM oraz
mediane * IQR dla (G). ,A” na wykresach (B.i,ii) przedstawia preferencje do rogu w ostatnim
dniu adaptacji (do tego samego rogu w ktérym na czas treningu umieszczono roztwor
sacharozy i dla ktorego prezentowane sg dane w kolejnych godzinach treningu).

4.4. Starzenie sie wptywa na korelacje pomiedzy poziomem biatka synaptycznego

PSD-95 a wielkoscia kolca dendrytycznego

PSD-95 jest kluczowym biatkiem rusztowania synaptycznego w dojrzatych
synapsach glutaminianergicznych (Aoki i in., 2001; Chen i in., 2011). Jego ekspresja
jest regulowana w procesie plastycznosci synaptycznej (Nowacka i in., 2020; Steiner
i in., 2008), promuje trwato$¢ kolcéw dendrytycznych (Ehrlich i in., 2007; El-Husseini
i in., 2000; Meyer i in., 2014; Murmu i in., 2013) oraz wspiera trwatos¢ wspomnien
zaleznych od hipokampa (Fitzgerald i in., 2015). Ze wzgledu na jego funkcje
w neuronach, przetestowatam czy ekspresja biatka PSD-95 jest regulowana
odmiennie u mtodych i starych myszy podczas treningu wyboru miejsca.

Aby zbada¢, czy apetytywny trening przestrzenny powoduje zmiany
w sktadzie biatkowym synapsy wykonano barwienie immunofluorescencyjne na
skrawkach mézgéw pobranych od mtodych i starych myszy z linii Thyl-GFP(M)
(Rycina 10A.i). Zaobserwowatam, ze na catkowity poziom biatka PSD-95 ma wplyw
wiek zwierzat (dwuczynnikowa ANOVA, Fy, 16 = 13,59, P = 0,002), ale nie przebyty
trening (F1, 12 = 0,0597, P = 0,81) (Rycina 10A.ii). Test post hoc LSD dla
zaplanowanych poréwnan potwierdzil, Ze poziom biatka PSD-95 w dCA1 u starych
myszy jest nizszy zaréwno przed (P = 0,008), jak i po dwugodzinnym treningu
(P = 0,048) w porownaniu do osobnikdw mtodych. Chcac przyjrzec sie kolokalizacji
biatka PSD-95 z kolcami dendrytycznymi oraz wyro6zni¢ kolce zawierajgce biatko
PSD-95 (PSD-95(+)) jak i pozbawione tego biatka (PSD-95(-)), przeprowadzono
analize mikrofotografii w programie Image] (Rycina 10C, D). Dokladny sposob
analizy opisano w rozdziale ,3. Materialy i metody” oraz zaprezentowano na
Rycinie 10B. Nie zaobserwowano wplywu wieku (trzyczynnikowa ANOVA,
F1, 20 = 0,01, P = 0,92), ani treningu (F1, 20 = 0,728, P = 0,401) na gestosci kolcow
dendrytycznych. Jednak istotny wplyw na gestos$¢ kolcow miata ekspresja biatka PSD-
95 (F1,29 = 63,32, P < 0,001) (Rycina 10E). Co wiecej, istotna okazata sie interakcja
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pomiedzy treningiem, wiekiem oraz obecnoS$cig biatka PSD-95 (Fi, 29 = 5,912,
P = 0,021). Test post hoc LSD dla zaplanowanych poréwnan potwierdzit, ze zaréwno
stare myszy z grupy kontrolnej (P = 0,001), jak i po treningu (P < 0,001) miaty wiecej
kolcow PSD-95(-), w poréwnaniu do miodych myszy kontrolnych lub trenowanych.
Trening poszukiwania nagrody nie wplynat na gestos¢ kolcow PSD-95(+) i (-)
u mtodych myszy, ale istotnie zwiekszyt gesto$¢ kolcéw PSD-95(-) u zwierzat starych
(P =0,01) (w poréwnaniu do starych zwierzat z grupy kontrolnej). U starych myszy
po treningu odnotowano wiecej kolcéw PSD-95(-) niz PSD-95(+) (P = 0,001), a stare
osobniki miaty mniej kolcow PSD-95(+) niz zwierzeta mtode (P < 0,001).

Nastepnie, okresSlono ilos¢ biatka PSD-95 kolokalizujacego z pojedynczym
kolcem dendrytycznym i zaobserwowano istotny wptyw grupy eksperymentalnej na
powierzchnie catkowitego PSD-95 na kolec (test Kruskala-Wallisa, H = 75,64,
P < 0,001) (Rycina 10F). W grupie mtodych myszy kontrolnych, $rednia
powierzchnia wszystkich punktéw PSD-95 na pojedynczym Kkolcu byta wieksza
w poréwnaniu do starych zwierzat nie trenowanych (0,027 vs. 0,013 um?) (test post
hoc Dunna, P < 0,001), co wskazuje na obnizony poziom PSD-95 u starzejacych sie
osobnikéw. Ponadto, mediana powierzchni punktu PSD-95 byla mniejsza w obu
trenowanych grupach w poréwnaniu do ich odpowiednich kontrolnych grup
wiekowych (Mtode: 0,027 vs. 0,015 pm?, P < 0,001; Stare: 0,013 vs. 0,010 pm?2,
P < 0,01). Rdznice te sugerujg, iz trening prowadzi do zmniejszenia iloSci biatka
PSD-95.

Wzrost kolcéw dendrytycznych oraz zmniejszenie sie wielkoSci punktow
PSD-95(+) u starych myszy pod wptywem treningu, sugeruje dekorelacje tych
parametrow. Aby zweryfikowa¢ czy zmiana ta zachodzi réwniez na poziomie
indywidualnych kolcéw dendrytycznych, poréwnatam stopien korelacji powierzchni
punktow PSD-95(+) i wielkoSci kolca (korelacja rang Spearmana, r) (Rycina 10G-I).
Analiza wykazala silng korelacje obu tych parametrow we wszystkich testowanych
grupach eksperymentalnych (korelacja Spearmana, P < 0,001 we wszystkich
grupach), co dowodzi, Ze duze kolce charakteryzujg sie wieksza ekspresja biatka PSD-
95, niz kolce mate. Dodatkowo, zauwazono istotng réznice w nachyleniu linii regresji
opisujacych korelacje w grupach kontrolnych mtodych i starych zwierzat (ANCOVA,
F1, 822 = 21,82, P < 0,001), co dowodzi zZe kolce dendrytyczne mtodych myszy

zawieraja wiecej PSD-95, niz kolce tej samej wielkoSci u starych zwierzat
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(Rycina 10G). Roéznica ta zalezna jest od wielkosci kolcow dendrytycznych i jest
najbardziej wyrazna w przypadku duzych kolcéw. Podobne przesuniecie linii regresji
byto obserwowane u mtodych myszy po treningu w stosunku do zwierzat z grupy
kontrolnej (nachylenie: Fi, 1517 = 26,30, P < 0,001) (Rycina 10H). Nie znaleziono
réznic w nachyleniu linii regresji u starych, trenowanych myszy w poréwnaniu do
starych zwierzat z grupy kontrolnej (F1, 536 = 2,783, P = 0,096) (Rycina 10I). Spadek
wysokosci linii regresji w grupie starych myszy po treningu (F1,537 = 7,385, P = 0,007)
dowodzi, ze kolce dendrytyczne tej samej wielkoSci zawieraty mniej PSD-95, ale
przesuniecie to nie zalezy od wielkosci kolca. Co wiecej, zaobserwowano istotny
wplyw wieku (dwuczynnikowa ANOVA, Fi, 13 = 15,38, P = 0,002) i treningu
(F1, 13 = 5,983, P = 0,029) na site korelacji wielko$ci punktéw PSD-95(+) i kolca
dendrytycznego (korelacja Spearmana, r), ale nie odnotowano réznic w interakcji obu
zmiennych (F1,13 = 0,009, P = 0,925) (Rycina 10]). Test post hoc LSD dla planowanych
porownan potwierdzit stabsza korelacje powierzchni kolca dendrytycznego
i wielko$ci PSD-95 u starzejacych sie zwierzat zaréwno w grupie kontrolnej
(P = 0,016), jak i trenowanej (P = 0,016) w poréwnaniu do mtodych osobnikéw.
Ponadto, analiza wspoétczynnika zmiennosci (CV) powierzchni kolca dendrytycznego
i punktow PSD-95(+) pokazata istotny efekt wieku (dwuczynnikowa ANOVA,
F1, 15 = 9,275, P = 0,008), niewielki efekt treningu (F1, 15 = 4,374, P = 0,054) i brak
interakcji pomiedzy tymi czynnikami (Fi, 15 = 0,546, P = 0,471) (Rycina 10K). Test
post hoc LSD dla zaplanowanych poréwnan dowi6dt, iz stare myszy po treningu
charakteryzuja sie wiekszym wspotczynnikiem CV w poréwnaniu do mtodych,
trenowanych zwierzat (P = 0,011), co wskazuje na rosngcg wraz z wiekiem
zmienno$¢ iloSci PSD-95 w obrebie kolca dendrytycznego. Podsumowujac,
przedstawione dane dowodza, ze trening wywotal kurczenie sie kolcow
dendrytycznych u miodych myszy, ktéoremu towarzyszyt obnizony poziom biatka
PSD-95. W przeciwienstwie do mtodych zwierzat, trening starych osobnikow
indukowat wzrost kolcow i kurczenie sie powierzchni punktow PSD-95(+),

co prowadzito do dekorelacji tych parametrow.
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Rycina 10. Trening obniza ekspresje biatka PSD-95 zaré6wno u mtodych i starych myszy
oraz destabilizuje korelacje pomiedzy powierzchnia PSD-95 a powierzchnia kolca
dendrytycznego u starych zwierzat.

(A) (i) Przyktadowe fotografie barwienia immunofluorescencyjnego biatka PSD-95
w warstwie promienistej CA1l. Skala: 2 pm. (ii) Analiza ekspresji biatka PSD-95 wyrazona
w postaci MGV (Srednia warto$¢ w skali szaro$ci). (B) Panel prezentujacy analize kolcow
dendrytycznych w programie Spine Magick! oraz ich kolokalizacje z fluorescencyjnie
wyznakowanym biatkiem PSD-95 w programie Image]. (C) Reprezentatywne zdjecia
ilustrujace kolokalizacje fragmentu dendrytu znakowanego GFP i biatka PSD-95. Skala: 2 um.
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(D) Przyktadowe fotografie dwéch wyréznionych kategorii kolcow dendrytycznych:
pozytywnych [PSD-95(+)] i negatywnych [PSD-95(-)] pod wzgledem zawartos$ci biatka
PSD-95. (E) Gestos$¢ liniowa kolcéw pozytywnych i negatywnych pod wzgledem obecnosci
PSD-95. Wykres przedstawia dane dla poszczegélnych zwierzat (Miode_Kontrola, liczba
myszy/ ilo$¢ dendrytéw = 4/ 20; Mlode_Trening, myszy/ dendryty = 6/ 38; Stare_Kontrola,
myszy/ dendryty = 4/ 22; Stare_Trening, myszy/ dendryty = 5/ 21). (F) Powierzchnia punktu
PSD-95 przedstawiona jako suma powierzchni wszystkich punktéw PSD-95 na kazdym kolcu
(Miode_Kontrola, liczba myszy/ ilo$¢ kolcow dendrytycznych = 4/ 497; Mtode_Trening,
myszy/ kolce = 6/ 1024; Stare_Kontrola, myszy/ kolce = 4/ 329; Stare_Trening, myszy/ kolce
=5/ 214). (G-I) Korelacja powierzchni PSD-95 i kolca dendrytycznego u mtodych i starych
zwierzat, w grupie kontrolnej i trenowanej. (J) Wspoétczynnik korelacji rang Spearmana
pomiedzy kolcem dendrytycznym a powierzchnia PSD-95 (Mtode_Kontrola n = 4,
Mtode_Trening n = 5, Stare_Kontrola n = 4, Stare_Trening n = 4). (K) Wspotczynnik
zmienno$ci (CV) oznaczajacy stosunek wielkos$ci PSD-95 i powierzchni kolca dendrytycznego.
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. Na wykresach (A.i}E,] K) przedstawiono $rednig + SEM
oraz mediane * IQR dla (F). Wykresy (G-I) przedstawiajg regresje liniowg wraz
Z 95% przedziatami ufnosci.

4.5. Wybdr przestrzenny i trening nieprzestrzenny wywotuja powstawanie réznych

wzorcow plastycznoSci synaptycznej

Nastepnie badatam, czy zmiany synaptyczne obserwowane po treningu
u mtodych myszy, zwigzane sg z przestrzennymi czy nieprzestrzennymi aspektami
treningu. W tym celu, mtode doroste samice poddano treningowi poszukiwania
nagrody bez aspektu przestrzennego (roztwor sacharozy w obu aktywnych rogach)
lub przestrzennemu treningowi awersyjnemu (roztwor chininy w jednym rogu, woda
w drugim). Grupe kontrolng stanowity zwierzeta uSmiercone po adaptacji
(Rycina 11A). Zaobserwowano istotny efekt treningu na zmiane preferencji wizyt
i liZnie¢ (dwuczynnikowa ANOVA, wizyty: F1i, ¢ = 9,139, P = 0,023; liZniecia:
F1,6 = 9,356, P = 0,022), ale brak efektu czasu (wizyty: F1,363; 8180 = 3,325, P = 0,098;
lizniecia: Fi1294; 6037 = 1,167, P = 0,342) lub interakcji pomiedzy tymi czynnikami
(wizyty: F3 18 = 1,45, P = 0,262; liZzniecia: F3, 14 = 3,085, P = 0,062) na preferencje
naroznika (Rycina 11B.i, ii). Myszy pijace roztwor sacharozy w obu rogach nie
wyksztalcity preferencji przestrzennej w ciggu dwoch godzin treningu (post hoc LSD
dla zaplanowanych poréwnan, P > 0,05 dla wizyt i liZnie¢ w poréwnaniu: 2 godziny
vs. adaptacja). W przeciwienstwie do treningu picia sacharozy, myszy poddane
treningowi awersyjnemu istotnie zmniejszyty swoja preferencje do rogu z chining
(P < 0,05 dla wizyt i liznie¢ w poréwnaniu: 2 godziny vs. adaptacja), co dowodzi

powstawaniu przestrzennych i nieprzestrzennych wspomnien awersyjnych.

63



Analiza gesto$ci kolcow dendrytycznych wykazata istotny efekt treningu
(jednoczynnikowa ANOVA, F2,9 = 2,343, P < 0,001) (Rycina 11C.j, ii). Gesto$¢ kolcow
wzrosta w grupie spozywajacej sacharoze w poréwnaniu do zwierzat z grupy
kontrolnej (P = 0,015), lecz nie odnotowano réznic w poréwnaniu grupy pijacej
chinine i myszy kontrolnych (P > 0,05). Odnotowano spadek mediany powierzchni
kolca w grupie spozywajacej chinine w poréwnaniu do osobnikow kontrolnych
(0,207 pm?2 vs. 0,198 pm?2), podczas gdy w grupie majgcej dostep wytacznie do
sacharozy zaobserwowano jej wzrost (0,207 um? vs. 0,213 pm?) (test Kruskala-
Wallisa z post hoc Dunna, U = 15,03, P < 0,001) (Rycina 11C.iii).

Ponadto, zauwazono wzrost czestotliwo$ci wystepowania kolcow PSD-95(+)
w grupie zwierzat spozywajacych sacharoze w poréwnaniu do osobnikéw
kontrolnych (P < 0,05) i brak réznic w grupie z dostepem do chininy
(dwuczynnikowa RM ANOVA z testem Tukeya dla wielokrotnych powtoérzen; efekt
treningu: F2, 9 = 15,27, P = 0,001; PSD-95: Fy, 9 = 333,7, P < 0,001; interakcja:
F2,0 = 3,114, P = 0,094) (Rycina 11D.i-ii). Myszy pijace chinine charakteryzowaty sie
réwniez zmniejszong powierzchnig punktéw PSD-95(+) przypadajacych na kolec
dendrytyczny (0,041 um?2) w poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej (0,050 um?)
(P < 0,001), podczas gdy spozycie sacharozy powodowato wzrost wielko$ci PSD-95
(0,060 um?) (P < 0,001) (Rycina 11D.iii) (test Kruskala-Wallisa z post hoc Dunna,
U=150,89,P=0,001).

We wszystkich grupach eksperymentalnych zaobserwowano silng korelacje
miedzy powierzchnig punktéw PSD-95(+) i powierzchnig kolca dendrytycznego
(korelacja Spearmana, P < 0,001 dla wszystkich grup) (Rycina 11E). Prosta regres;ji
opisujaca korelacje w grupie pijacej chinine byta przesunieta w do6t i odmienna
w nachyleniu, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (ANCOVA, Fy, 2752 = 11,53,
P < 0,001), co dowodzi, ze kolce dendrytyczne zwierzat eksponowanych na chinine
miaty stosunkowo mniejsze PSD niz zwierzeta kontrolne, a réznica ta byta wyraznie
widoczna w kolcach o duzych rozmiarach. Linia regresji dla grupy z dostepem do
sacharozy byla przesunieta w goére w poroéwnaniu do kontroli i rdznita sie
uniesieniem (ANCOVA, F1, 2924 = 7,345, P = 0,007), co dowodzi powiekszeniu PSD
(Rycina 11E). Nie zaobserwowano istotnego wptywu treningu na site korelacji

(jednoczynnikowa ANOVA, F2 9 = 0,704, P = 0,52) (Rycina 11F) lub na wspétczynnik

64



zmiennos$ci CV wielko$ci punktow PSD-95(+) i powierzchni kolca dendrytycznego
(jednoczynnikowa ANOVA, F2,0=1,118, P = 0,368) (Rycina 11G).

Podsumowujac, uzyskane dane pokazuja, Zze wzorce zmian synaptycznych
obserwowane w grupach zwierzat poddanych treningowi przestrzennemu
(sacharoza i chinina) byly podobne i charakteryzowaty sie obnizeniem poziomu
biatka PSD-95 oraz kurczeniem sie kolcow dendrytycznych. W nieprzestrzennym
treningu picia sacharozy doszto do powiekszenia kolcow i zwiekszenia iloSci PSD-95.
We wszystkich grupach eksperymentalnych zmiany w powierzchni kolcow
dendrytycznych i punktéw PSD-95(+) byly skorelowane. Nasze dane sugeruja zatem,
ze biatko PSD-95 w dCA1 odgrywa istotng role zaréwno w procesie dokonywania

wyboru przestrzennego, jak i pamieci nieprzestrzennej u mtodych myszy.
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Rycina 11. Trening awersyjnego wyboru przestrzennego indukuje Kkurczenie sie

kolcow dendrytycznych u mlodych myszy,

nieprzestrzenny stymuluje ich wzrost.

podczas gdy trening apetytywny

(A) Schemat doswiadczalny apetytywnego treningu potozenia nagrody (stodki roztwor
sacharozy w obu dostepnych naroznikach) oraz przestrzennego treningu awersyjnego
(gorzki roztwor chininy w jednym narozniku) w klatce IntelliCage. Grupa kontrolna majaca
dostep do wody w obu naroznikach zostata usmiercona po okresie adaptacji. (B) Myszy
skutecznie nauczyly sie unika¢ rogu z roztworem chininy, co ilustruje obnizona preferencja
wykonywanych wizyt (i) do rogu z chining oraz jej spozycie (ii). Mtode myszy nie zmienity
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preferowanego rogu kiedy sacharoza byta dostepna w obu naroznikach. (C) Analiza kolcow
dendrytycznych. (i) Przyktadowe fotografie fragmentéw dendrytéw miodych myszy
Thy1-GFP(M) pijacych wode (grupa kontrolna), roztwor chininy lub sacharozy. Skala: 2 um.
Analiza (ii) gestos$ci kolcéw dendrytycznych przedstawiona jako S$rednia na osobnika
(Kontrola, liczba myszy/ ilo$¢ dendrytéw = 4/31; Chinina = 4/28; Sacharoza = 4/27) oraz
(iii) powierzchni kolcéw dendrytycznych (dane na wykresie prezentowane dla
indywidualnych kolcéw; Kontrola, liczba myszy/ ilo$¢ kolcéw = 4/2105; Chinina = 4/1653;
Sacharoza = 4/1171). (D) Analiza kolcow dendrytycznych zawierajgcych biatko PSD-95.
() Przyktadowe zdjecia fragmentéw dendrytéw myszy Thyl-GFP(M) kolokalizujgcych
z fluorescencyjnie wyznakowanym biatkiem PSD-95. Skala: 2 um. (ii) Gesto$¢ liniowa kolcéw
dendrytycznych PSD-95(+) i PSD-95(-) (dane na wykresie przedstawione jako $rednia na
zwierze; Kontrola, liczba myszy/ ilo$¢ dendrytéw = 4/31; Chinina = 4/28; Sacharoza = 4/27)
oraz (iii) powierzchnia punktu PSD-95 (prezentacja danych dla pojedynczych kolcow;
Kontrola, liczba myszy/ ilo$¢ kolcow = 4/2105; Chinina = 4/1653; Sacharoza = 4/1171).
(E) Korelacja wielko$ci PSD-95 i powierzchni kolca dendrytycznego u myszy z grupy
kontrolnej oraz pijgcej chinine lub sacharoze. Na wykresie zaprezentowano regresje liniowa
wraz z 95% przedziatami ufnosci. (F) Wspéiczynnik korelacji Spearmana wielkosci kolca
dendrytycznego i powierzchni PSD-95. (G) Wspétczynnik zmiennosci przedstawiony dla
indywidualnych myszy (Kontrola n = 4, Chinina n = 4, Sacharoza n = 4). *P < 0,05, **P < 0,01,
*¥#*P < 0,001. Na wykresach (B.iii, C.ii, D.ii, F, G) przedstawiono $rednig + SEM oraz mediane
+ IQR dla (C.ii, D.iii). Wykres (E) przedstawia regresje liniowg wraz z 95% przedziatami
ufnosci. ,A” na wykresach (B.i,ii) przedstawia preferencje do rogu w ostatnim dniu adaptacji
(do tego samego rogu w ktérym na czas treningu umieszczono roztwor sacharozy/chininy
i dla ktérego prezentowane sg dane w kolejnych godzinach treningu).

4.6. Rola PSD-95 w regionie dCA1 w dokonywaniu wyboru przestrzennego

u mtodych myszy

Wyciszenie ekspresji genu PSD-95 ostabia LTD zalezne od receptorow NMDA
(Ehrlich i in., 2007), a takze zaburza pamie¢ przestrzenng, warunkowang awersje
smaku i proste uczenie asocjacyjne w postaci warunkowania instrumentalnego
(Elkobi i in., 2008; Migaud i in., 1998; Nithianantharajah i in., 2013). Wciaz jednak nie
wiadomo, jak starzenie sie mézgu wplywa na plastyczno$¢ synaptyczng i procesy
poznawcze zalezne od biatka PSD-95.

Aby zbadac¢ funkcje biatka PSD-95 w dCA1 w procesie wyboru przestrzennego,
wykorzystano konstrukty lentiwirusowe (LV) kodujace krotkie sekwencje RNA
o strukturze szpilki do wloséw (shRNA) skierowane na sekwencje mRNA kodujaca
biatko PSD-95 (LV: H1-shRNA_PSD-95-Ub-GFP) (shPSD95) (Schliiter i in., 2006).
W grupie kontrolnej zastosowano wektor lentiwirusowy kodujacy shRNA dla
lucyferazy Renilla (LV:H1-shRNA_luciferase) (shLuc). Oba wektory wirusowe podano
stereotaktycznie do dCA1 grupie miodych (5-miesiecznych) myszy C57BL/6cmdb
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przed treningiem w klatce IntelliCage (Rycina 12A). Bilateralng ekspresje shPSD95
w dCA1 zaprezentowano na Rycinie 12B, a analiza przekrojow hipokampéw
potwierdzita, Ze ekspresja byta ograniczona do dCAl (Bregma > -2,5 mm)
(Rycina 12C). Wydajnos$¢ lokalnej transdukcji wirusem shPSD95 oszacowano na
32,5%, co skutecznie obnizyto poziom biatka w regionie dCA1l (test t-Studenta,
t = 4,243, df = 6, P = 0,005) (Rycina 12D). Ekspresja shPSD95 nie zaburzyta
aktywnos$ci zwierzat i nie wptyneta na spozycie ptynéw (Rycina 12E), co dowodzi
braku powaznych zaburzen zachowania. AktywnoS$¢ i spozycie ptyndéw wzrosty
istotnie w czasie treningu w porownaniu do ostatniego dnia adaptacji
(dwuczynnikowa RM ANOVA, efekt treningu: Fi, 16 = 15,59, P = 0,001; liZniecia:
F1, 16 = 31,6, P < 0,001) (Rycina 12E.j, ii). Nie zaobserwowano jednak wptywu
obnizenia ekspresji PSD-95 (wizyty: F1, 16 = 0,099, P = 0,757; liZniecia: F1, 16 = 0,022,
P = 0,883) lub interakcji pomiedzy dwoma czynnikami (wizyty: Fi, 16 = 1,211,
P = 0,287; lizniecia: F1,16 = 0,505, P = 0,488). Analiza post hoc Sidaka potwierdzita, ze
przebyty trening zwiekszyt czestotliwos¢ wizyt (P = 0,002) i liznie¢ (P < 0,001)
w grupie kontrolnej shLuc. Tymczasem, w grupie shPSD95 trening zwiekszyt dzienng
liczbe wykonanych liznie¢ (P = 0,013), ale nie wizyt (P > 0,05). Zatem, obniZony
poziom biatka PSD-95 zapobiega wzrostowi aktywnos$ci mtodych myszy podczas
treningu.

Zaobserwowano istotny wplyw treningu na preferencje rogu z sacharozag,
mierzong jako zmiane czestotliwos$ci wizyt (analiza modeli mieszanych, x? = 14,30,
df = 1, P < 0,001; trening: Fs 77 = 15,59, P < 0,001) i liZznie¢ (analiza modeli
mieszanych, x? = 31,62, df = 1, P < 0,001; trening: F3031; 4668 = 40,37, P < 0,001)
(Rycina 12F.i, ii). Dowodzi to, ze mlode zwierzeta z shPSD95 i shLuc tworzyty
pamieC przestrzenng i nieprzestrzenng. Zauwazono jednak, Ze miejscowe obnizenie
ilosci biatka PSD-95 (F1, 16 = 12,13, P = 0,003) oraz interakcja czasu i wirusa
(Fs, 77 = 5,82, P < 0,001), wplywa na zmiane preferencji wizyt. Myszy z obnizonym
poziomem PSD-95 wykazywaty mniejszg preferencje do naroznika z sacharoza
w poczatkowej fazie treningu, niz zwierzeta z grupy kontrolnej (test post hoc Sidaka
dla wielokrotnych poréwnan, P < 0,001 dla 1.1 2. godzin) (Rycina 12F.i), co dowodzi
zaburzeniom wyboru przestrzennego. Analiza preferencji liznie¢ nie wykazata
istotnych réznic wynikajacych z wyciszenia ekspresji biatka PSD-95 (F1, 16 = 0,118,
P = 0,736) lub interakcji shRNA i czasu (Fs, 77 = 0,989, P = 0,43), dowodzac ze pamieé
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nagrody u mtodych myszy zostata zachowana pomimo obnizonego poziomu PSD-95
w dCA1 (Rycina 12F.ii).

Z uwagi na fakt, Ze patrolowanie naroznikéw, wizyty perseweracyjne
i interakcje spoteczne wptywaja na precyzje wyboréw przestrzennych
przeanalizowatam wptyw shPSD95 na te zachowania. Zaobserwowano istotny wptyw
treningu (dwukierunkowa ANOVA, Fq, 11 = 21,68, P < 0,001) i brak efektu wirusa
shPSD95 (Fy, 11 = 0,75, P = 0,405) lub interakcji shRNA i treningu (F1, 11 = 3,156,
P = 0,103) na czestotliwo$¢ wizyt patrolujacych (Rycina 12G). Test post hoc Sidaka
wykazal jednak, ze trening zmniejszyt czestotliwo$¢ wizyt patrolujgcych tylko
w grupie shLuc (P = 0,002), bez zmian w grupie shPSD95 (P > 0,05). Zmniejszenie
zatem ilo$ci biatka PSD-95 w komorce, zapobiegto zmniejszeniu patrolowania
w czasie treningu. Nie zauwazono efektu obnizonego poziomu PSD-95 na czesto$¢
wizyt perseweracyjnych (test t-Studenta, t = 0,956, df = 11, P = 0,36) (Rycina 12H.i)
oraz liznie¢ (t=0,737,df =11, P = 0,477) w czasie adaptacji (Rycina 12H.ii). Ponadto,
nie znaleziono tez réznic pomiedzy grupami w ilosci wykonanych wizyt spotecznych
(F1, 11 = 0,199, P = 0,664), ale odnotowano istotny wptyw treningu (dwuczynnikowa
RM ANOVA, F1,11=57,77, P <0,001) (Rycina 12I). Oznacza to, ze obnizenie ekspresji
PSD-95 w dCA1 specyficznie upos$ledza wybdr przestrzenny bez ingerencji w inne
testowane aspekty zachowania mtodych myszy. Jak potwierdzily testy post hoc,
podczas treningu w obu grupach eksperymentalnych zaobserwowano zwiekszong
czestotliwos¢ wizyt spotecznych (P < 0,001 dla obu). Zatem, w przeciwienstwie do
trenowanych oddzielnie mtodych myszy (Rycina 7), trenowane razem mtode samice
z ekspresja shLuc i shPSD95 w dCA1, zwiekszyty czestotliwo$¢ interakcji spotecznych
podczas treningu. Ta obserwacja potwierdza, ze kontekst spoteczny (stare myszy lub
myszy z obnizonym poziomem PSD-95 w dCA1) wptywa na zachowania spoteczne
mtodych zwierzat.

Podsumowujac, nasze dane wskazuja, Ze zmniejszenie poziomu biatka PSD-95
w dCA1 zaburzyto proces dokonywania wyboru przestrzennego u mtodych myszy.
Co ciekawe, zmniejszenie iloSci PSD-95 zapobiegto takze wzrostowi aktywnosci
myszy wywotanej treningiem i zmniejszeniu liczby wizyt patrolujacych. Ze wzgledu
na fakt, iz parametry te nie réznity sie miedzy grupami eksperymentalnymi (shLuc vs.
shPSD95) podczas treningu, uposledzenie to nie moze wyjasni¢ niewtasciwych

wyboréw przestrzennych w grupie mtodych samic z ekspresja shPSD95.
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Rycina 12. Obecnos$¢ biatka PSD-95 jest niezbedna do dokonania wyboru
przestrzennego u mtodych myszy.

(A) Schemat doswiadczalny. Po iniekcji lentiwirusa kodujacego shRNA specyficzne dla
PSD-95 (LV: H1-shRNA_PSD95-Ub-GFP) (shPSD95) lub lucyferazy Renilla (LV:
H1-shRNA_lucyferaza) (shLuc) do pola CA1 hipokampa, myszy poddano treningowi w klatce
IntelliCage. Poczatkowo, zwierzeta przeszty faze adaptacji do klatki z wodg dostepna w obu
rogach, a nastepnie w fazie treningu przestrzennego, woda w jednym narozniku zostata
zastgpiona roztworem sacharozy. (B) Przyktadowe zdjecie obrazujgce grzbietowy hipokamp
myszy z widoczng miejscowq nadekspresjg wirusa kodujgcego shRNA skierowane przeciwko
PSD-95. Skala: 100 pm. (C) Schemat przedstawiajgcy zasieg transfekcji shPSD95 w regionie
CA1l. Przedstawiono minimalne i maksymalne transfekcje. (D) (i) Przyktadowe zdjecia
przedstawiajace barwienie immunofluorescencyjne biatka PSD-95 u mtodych myszy. Skala:
5 pum. (ii) Obnizona ekspresja PSD-95 w polu CA1 hipokampa mtodych zwierzat w wyniku
wyciszenia genu za pomocg shPSD95. Intensywnos¢ fluorescencji wyrazona w postaci MGV
- $rednia warto$¢ w skali szaros$ci. (E) Dzienna liczba wizyt (i) i liznie¢ (ii) z obu dostepnych
rogdw Klatki IntelliCage wykonana przez myszy mitode w czasie adaptacji i treningu.
(F) Wyciszenie ekspresji PSD-95 w polu CA1l obniza skuteczno$¢ odnalezienia nagrody
u mtodych myszy (i), ale nie wptywa na preferencje spozycia sacharozy (ii). Czestotliwos$¢ (G)
wizyt patrolujacych (bez lizniecia), (H) (i) wizyt i (ii) liZnie¢ perseweracyjnych (do
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preferowanego rogu) oraz (I) wizyt spotecznych (podazanie za innym osobnikiem do tego
samego rogu w czasie < 1 sekunda) w czasie adaptacji i treningu. **P < 0,01, ***P < 0,001.
Na wykresach przedstawiono $rednig + SEM. ,A” na wykresach (F.,ii) przedstawia
preferencje do rogu w ostatnim dniu adaptacji (do tego samego rogu w ktérym na czas
treningu umieszczono roztwér sacharozy i dla ktérego prezentowane sg dane w kolejnych
godzinach treningu).

4.7. Rola seryny 73 PSD-95 w dokonywaniu wyboru przestrzennego u mtodych

myszy

Kolejnym celem pracy byto zbadanie skutkéw zaburzenia plastycznosci
strukturalnej zageszczenia postsynaptycznego w procesie dokonywania wyboru
przestrzennego. Fosforylacja PSD-95 na serynie 73 przez CaMKIl, promuje
przebudowe kolca dendrytycznego i PSD (Steiner i in., 2008) oraz obniza asocjacje
PSD-95 z NMDAR (Gardoni i in., 2006). Nadprodukcja PSD-95 w wariancie w ktérym
nie moze ulec fosforylacji (PSD95_S73A), a nastepnie eliminacji z synapsy, powoduje
jej nadmierng stabilno$¢ i wzmozony wzrost kolca.

Aby ocenic role zaburzenia mobilno$ci PSD-95 w synapsach dCA1 w tworzeniu
pamieci, dorostym (4-miesiecznym) samicom C57BL/6cmdb podano wektory
wirusowe zasocjowane z adenowirusem (ang. adeno-associated virus, AAV) kodujace
rézne warianty badanego biatka. Stereotaktyczna iniekcja wirusow AAV w regionie
dCA1 hipokampa przed treningiem w klatce IntelliCage (Rycina 13A), spowodowata
nadprodukcje biatka PSD-95 w formie natywnej («CaMKII-PSD95_WT-mCherry) oraz
zmutowanej z punktowa substytucja seryny (S) 73 na alanine (A) (aCaMKII-
PSD95_S73A-mCherry) (jednoczynnikowa ANOVA, Fz 22 = 24,3, P < 0,001)
(Rycina 13B-E). Grupie kontrolnej podano wirus aCaMKII-mCherry, powodujacy
synteze biatka czerwonej fluorescencji mCherry. Test post hoc Tukeya dla poréwnan
wielokrotnych dowiédt istotny wzrost poziomu biatka PSD-95 w obu grupach po
iniekcji wektorow wprowadzajacych do komorki dodatkowe kopie genu Dig4,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej mCherry (mCherry vs. PSD95_WT P > 0,001,
mCherry vs. PSD95_S73A P > 0,001). Wydajno$¢ transdukcji wirusowej w komoérkach
warstwy piramidowej (StPyr) oszacowano na 69,1% dla wirusa kontrolnego
mCherry, 62,3% w przypadku wirusa PSD95_WT i 63,6% dla grupy PSD95_S73A.
Ekspresja obu wirusow wprowadzajacych egzogenne biatko PSD-95 do komorki, nie

zaburzyta aktywnosci zwierzat i nie wptynetla na spozycie ptyndéw w czasie adaptacji
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(Rycina 13F), co dowodzi braku powaznych zaburzen zachowania. Dzienna liczba
wszystkich wykonanych wizyt w klatce IntelliCage wzrosta w trakcie treningu we
wszystkich badanych grupach (dwuczynnikowa ANOVA, efekt treningu: F1, 40 = 124,3,
P < 0,001) oraz nie zaobserwowano réznic zwigzanych z nadekspresja PSD-95
(F2, 20 = 2,816, P = 0,072) (Rycina 13F.i). Dobowa liczba wszystkich wykonanych
liznie¢ w klatce IntelliCage wzrosta w trakcie treningu we wszystkich badanych
grupach (dwuczynnikowa ANOVA, efekt treningu: Fi, 40 = 162,1, P < 0,001) i nie
zaobserwowano réznic zwigzanych z nadekspresja PSD-95 (F2, 40 = 1,238, P = 0,301)
(Rycina 13F.ii). Zaobserwowano natomiast istotny wplyw czasu na preferencje rogu
z sacharoza (analiza modeli mieszanych, x2 = 10,32, df = 1, P < 0,001; trening:
F3155, 1186 = 25,04, P < 0,001) i preferencje liznie¢ (analiza modeli mieszanych,
x?=81,74,df =1, P < 0,001; trening: Fz641; 9560 = 125,7, P < 0,001) w czasie treningu
(Rycina 13G.i, ii). Dowodzi to, ze niezaleznie od wariantu wektora wirusowego,
wszystkie myszy dokonywaty trafnych wyboréw przestrzennych i tworzyty pamiec
nagrody. Nie zauwazono znaczacego wptywu nadekspresji PSD-95 (Fz, 10 = 1,127,
P = 0,343), ani interakcji czasu i wirusa (F1o, 188 = 1,737, P = 0,075) na zmiane
preferencji wizyt. Jak wykazaty testy post hoc lokalna nadprodukcja PSD95_S73A
spowodowata jednak mniejszy wzrost preferencji rogu z nagroda na poczatkowym
etapie treningu w poréwnaniu do grupy z natywng forma biatka (PSD95_WT) (test
post hoc LSD dla zaplanowanych poréwnan: (0,5 godz.)_ PSD95_WT vs. PSD95_S73A
P = 0,014) (Rycina 13G.i). Nadprodukcja biatka PSD-95 miata réwniez wptyw na
preferencje sacharozy (Fz 40 = 7,613, P = 0,002) oraz interakcje miedzy wirusem
i czasem (Fio, 181 = 2,689, P = 0,004) (Rycina 13G.ii). Zwiekszona ilos¢ natywnego
biatka PSD-95 nie wplyneta istotnie na preferencje sacharozy (post hoc LSD dla
zaplanowanych poréwnan, P > 0,05), lecz co ciekawe, obecno$¢ zmutowanej formy
biatka PSD-95, spowodowata wiekszg zmiane preferencji sacharozy w trakcie
treningu w poréwnaniu do grupy kontrolnej (post hoc LSD dla zaplanowanych
poréwnan, mCherry vs. PSD95_S73A: (0,5 godz.) P < 0,001, (1 godz.) P = 0,003,
(2 godz.) P = 0,042, (12 godz.) P = 0,001, (24 godz.) P = 0,002). Zauwazono takze
réznice w preferencji liznie¢ miedzy dwoma grupami z wirusami PSD-95 (PSD95_WT
vs. PSD95_S73A: (0,5 godz.) P = 0,007, (2 godz.) P = 0,045, (12 godz.) P = 0,006,
(24 godz.) P = 0,008). Zatem osobniki z nadprodukcja zmutowanej formy biatka
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PSD-95 wykazywaty wieksza zmiane preferencji picia z rogu z sacharoza niz
pozostate osobniki.

Dodatkowo zaobserwowano istotny wptyw treningu (dwuczynnikowa RM
ANOVA, F1, 40 = 32,88, P < 0,001) i brak efektu podanego wirusa (Fz, 40 = 1,132,
P = 0,332) lub interakcji wirusa i treningu (Fz, 40 = 1,711, P = 0,194) na czestotliwo$¢
wizyt patrolujagcych (Rycina 13H). Myszy z grupy kontrolnej i z nadekspresjg
PSD95_WT wykonaty w trakcie treningu mniej wizyt niezakonczonych liZnieciem,
podczas gdy rdéznica miedzy adaptacjg i treningiem w grupie myszy po iniekcji
PSD95_S73A pozostata nieistotna statystycznie. Obnizona czestotliwo$¢ wizyt tego
typu w czasie treningu w grupie mCherry i PSD95_WT dowodzi, ze podobnie jak
przedstawiono na Rycinie 7, mtode osobniki ograniczajg zwyczajowa eksploracje
klatki, natomiast u zwierzat z ekspresjg zmutowanej formy PSD-95 zmiana taka nie
zaszta. Nie zauwazono efektu zwiekszonej ekspresji PSD-95 na czesto$¢ wizyt
perseweracyjnych (jednoczynnikowa ANOVA, F», 40 = 1,322, P = 0,278) oraz liZzniec¢
(F2, 40 = 3,119, P = 0,055) w czasie adaptacji, cho¢ efekt ten jest bliski istotno$ci
statystycznej (Rycina 13L.i, ii). Zwierzeta z nadprodukcja zmutowanego biatka
PSD-95 istotnie cze$ciej pity z jednego naroznika (Rycina 13L.ii) (post hoc LSD dla
zaplanowanych poréwnan, PSD95_WT vs. PSD95_S73A P = 0,022), co dowodzi ze
osobniki te maja tendencje do zachowan perseweracyjnych (Rycina 13G.ii, Lii)
i obnizong tendencje do swobodnej eksploracji (Rycina 13H). Nie znaleziono réznic
pomiedzy grupami w iloSci wizyt spotecznych (dwuczynnikowa RM ANOVA,
F2, 40 = 0,8602, P = 0,431), ale odnotowano istotny wptyw treningu (F1, 40 = 68,19,
P < 0,001) (Rycina 13]). Oznacza to, ze nadprodukcja zmutowanego biatka PSD-95
w dCA1 specyficznie uposledza podejmowanie decyzji przestrzennych we wczesnych
fazach treningu, sktania mtode myszy do bardziej perseweracyjnych zachowan oraz

ogranicza spontaniczne patrolowanie przestrzeni.
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Rycina 13. Obecno$¢ funkcjonalnego biatka PSD-95 jest niezbedna do prawidlowego
ksztaltowania pamieci przestrzennej u mtodych myszy oraz naturalnego patrolowania
srodowiska i hamowania rozwoju nawykowych zachowan perseweracyjnych.
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(A) Schemat doswiadczalny. Mtode myszy poddano iniekcji adenowirusa kontrolnego
z fluorescencyjnym biatkiem mCherry (AAV: CaMKII-mCherry) (mCherry) lub wirusa
powodujgcego nadprodukcje natywnego (AAV: CaMKII-PSD95_WT-mCherry) (PSD95_WT)
lub zmutowanego biatka PSD-95 z punktowg substytucjg seryny 73 na alanine (AAV: CaMKII-
PSD95_S73A-mCherry) (PSD95_S73A) do dCA1. Po 14 dniach od operacji, myszy poddano
treningowi w klatce IntelliCage. Poczatkowo, zwierzeta przeszly faze adaptacji do klatki
z woda dostepng w obu rogach, a nastepnie w fazie treningu przestrzennego, woda w mniej
preferowanym narozniku zostata zastgpiona stodkim roztworem sacharozy. (B) Przyktadowe
zdjecia obrazujgce grzbietowy hipokamp myszy z widoczng miejscowag ekspresja
adenowirus6w i nadprodukcjg biatka PSD-95. Skala: 100 um. (C) Schemat przedstawiajacy
zasieg transfekcji wirusowej w regionie CA1l. Przedstawiono minimalne i maksymalne
transfekcje. (D) Zdjecia przedstawiajgce barwienie immunofluorescencyjne biatka PSD-95
u mtodych myszy w warstwie promienistej pola CAl. Skala: 10 um. (E) Lokalna nadprodukcja
biatka PSD-95 w dCA1 w grupach po transdukcji dodatkowej kopii genu PSD-95.
Intensywno$¢ fluorescencji wyrazona w postaci MGV - $rednia warto$¢ w skali szarosci.
(F) Dzienna liczba wizyt (i) i liznie¢ (ii) z obu dostepnych rogéw klatki IntelliCage wykonana
przez myszy w czasie adaptacji i treningu. (G) (i) Nadekspresja natywnej formy biatka
PSD-95 (WT) nie wplywa na skuteczno$¢ odnalezienia nagrody u mtodych myszy, natomiast
wprowadzenie do komoérek hipokampa w dCA1 zmutowanej formy genu (S73A) obnizyto
skuteczno$¢ treningu w jego poczatkowej fazie. (ii) Nadprodukcja PSD95_WT nie wplyneta na
preferencje spozycia sacharozy, natomiast zmutowana forma biatka wzmocnita preferencje
konsumpcji sacharozy. Czestotliwo$¢ (H) wizyt patrolujacych (bez lizniecia), (I) (i) wizyt
i (ii) liznie¢ perseweracyjnych (do preferowanego rogu) oraz (J) wizyt spotecznych
(podazanie za innym osobnikiem do tego samego rogu w czasie < 1 sekunda) w czasie
adaptacji i treningu. * # P < 0,05, ** # P < 0,01, *** P < 0,001. Istotno$ci oznaczone ,*”
przedstawiajg poréwnanie grup mCherry vs. PSD95_S73A, a oznaczenie ,#” dotyczy
poréwnania PSD95_WT vs. PSD95_S73A. Na wykresach przedstawiono $rednig + SEM. ,A” na
wykresach (F) przedstawia preferencje do rogu w ostatnim dniu adaptacji (do tego samego
rogu w ktérym na czas treningu umieszczono roztwor sacharozy i dla ktérego prezentowane
sg dane w kolejnych godzinach treningu).

4.8. Funkcja PSD-95 w regionie dCA1 w dokonywaniu wyboru przestrzennego

u starzejacych sie samic myszy

Ze wzgledu na istotng role biatka PSD-95 w dokonywaniu wyboru
przestrzennego u mtodych myszy (Rycina 12), a zarazem jego obnizony poziom
w dCA1 starych osobnikéw (Rycina 10), postanowitam zbada¢ role tego biatka
w podejmowaniu decyzji przestrzennych u myszy starych.

W tym celu, podobnie jak w doswiadczeniu z miodymi osobnikami
(Rycina 12), wykorzystano wektory lentiwirusowe kodujace shPSD95 oraz shLuc
w grupie kontrolnej. Wektory wirusowe podano droga mikroiniekcji stereotaktycznej

do dCA1 grupie starych (22-miesiecznych) myszy C57BL/6cmdb przed treningiem
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w Klatce IntelliCage (Rycina 14A). Lokalna ekspresja shPSD95 skutecznie obnizyta
poziom biatka w regionie dCA1 u starych myszy (test t-Studenta, t = 2,292, df = 9,
P = 0,048) (Rycina 14B). Podobnie do mtodych osobnikéw, ekspresja shPSD95 nie
wywotata powaznych zaburzen zachowania i nie zmienita aktywnos$ci zwierzat oraz
spozycia ptynéw (Rycina 14C). Aktywno$¢ starych myszy wzrosta istotnie w czasie
treningu w pordéwnaniu do ostatniego dnia adaptacji pod wzgledem ilosci
wykonanych wizyt (dwuczynnikowa RM ANOVA z testem LSD Fishera dla
planowanych poréwnan, efekt treningu: Fi, 13 = 7,844, P = 0,015) (Rycina 14C.i)
i liznie¢ (Fy, 12 = 27,10, P < 0,001) (Rycina 14C.ii). Nie zaobserwowano efektu
shPSD95 (wizyty: Fi1, 13 = 1,553, P = 0,235; lizniecia: Fy, 12 = 2,457, P = 0,143) lub
interakcji pomiedzy czynnikami (wizyty: F1, 13 = 1,946, P = 0,184; liZzniecia:
F1,12= 0,669, P = 0,429). Analiza post hoc testem Sidaka wykazata, ze o ile w grupie
shLuc zaréwno wizyty, jak i lizniecia byly czestsze podczas treningu w poréwnaniu
z adaptacja (P = 0,011 dla obu), to w grupie shPSD95 trening zwiekszyt tylko liczbe
liznie¢ (lizniecia: P = 0,004; wizyty: P > 0,05). Zatem obnizenie poziomu PSD-95
zapobiegto wzrostowi aktywno$ci starych myszy w czasie treningu.

Co ciekawe, doswiadczenie ze starymi osobnikami pokazato jedynie istotny
wptyw czasu (Fs, 55 = 52,59, P < 0,001) na preferencje wizyt, bez efektu podanego
shRNA (F1,12 = 0,77, P = 0,40) lub interakcji pomiedzy shRNA i czasem (Fs 55 = 1,912,
P =0,107) (Rycina 14D.i). Dodatkowo, zaobserwowano réwniez istotny wptyw czasu
(analiza modeli mieszanych, x2 = 21,56, df = 1, P < 0,001; trening: F1,977; 21,35 = 137,4,
P <0,001), bez efektu shRNA (F1,12= 2,93, P = 0,113) lub interakcji pomiedzy dwoma
czynnikami (Fs,s4= 1,362, P = 0,253) na preferencje spozycia ptynéw (Rycina 14D.ii).
Dane te pokazuja, Ze obnizenie poziomu biatka PSD-95 u starych myszy nie wptyneto
na ich wybor przestrzenny ani pamie¢ nagrody. Brak istotnych réznic w treningu
pomiedzy grupami shLuc i shPSD95 pod wzgledem preferencji naroznika z nagroda,
zostat rOwniez potwierdzony testami post hoc Sidaka. Obnizenie poziomu biatka
PSD-95 u starych osobnikdéw, nie wptyneto ani na dokonywany przez nie wybor
przestrzenny, ani na pamiec nagrody.

W analizie czestotliwos$ci wizyt patrolujacych, nie stwierdzono wptywu czasu
(dwuczynnikowa RM ANOVA, Fq, 12 = 2,608, P = 0,132), shRNA (Fy, 13 = 0,457,
0,018)

P = 0,512) lub interakcji czasu i wektora wirusowego (Fi, 12 = 7,427, P

(Rycina 14E). Testy post hoc Sidaka potwierdzity jednak, ze czestotliwo$¢ wizyt
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patrolujacych zmniejszyta sie podczas treningu w grupie shLuc (P = 0,012), ale nie
wsrod zwierzat z shPSD95 (P > 0,05), co wskazuje, Ze obnizenie poziomu tego biatka,
hamuje typowo obserwowane zjawisko zmniejszonego patrolowania klatki w czasie
treningu. Nie zaobserwowano istotnej réznicy miedzy grupami shPSD95 i shLuc
w czestoSci wizyt perseweracyjnych (test t-Studenta, t = 1,727, df = 13, P = 0,108)
i liznieciach z preferowanego rogu (t = 2,036, df = 13, P = 0,063) (Rycina 14F.j, ii). Na
koniec zaobserwowali$my istotny wplyw treningu na czesto$¢ wizyt spotecznych,
zarOwno w grupie shLuc (test sumy rang (kolejnosci par) Wilcoxona, P = 0,031), jak
i shPSD95 (P =0,031) (Rycina 14G).

Podsumowujac, nasze dane wskazujg, Ze obnizenie poziomu biatka PSD-95
w dCA1 zaburzyto proces dokonywania wyboru przestrzennego u mtodych myszy, ale
nie miato istotnego wptywu na decyzje przestrzenne starszych zwierzat. Co istotne,
zmniejszenie ilosci PSD-95 zapobiegto takze wzrostowi aktywno$ci myszy wywotanej

treningiem i zmniejszeniu liczby wizyt patrolujacych niezaleznie od wieku zwierzat.
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Rycina 14. Obecno$¢ bialtka PSD-95 nie jest niezbedna do dokonania wyboru
przestrzennego u starzejacych sie osobnikow.

(A) Schemat doswiadczalny. Po iniekcji lentiwirusa kodujgcego shRNA specyficzne dla
PSD-95 (LV: H1-shRNA_PSD95-Ub-GFP) (shPSD95) Ilub lucyferazy Renilla (LV:
H1-shRNA_lucyferaza) (shLuc) do pola CA1 hipokampa, myszy poddano treningowi w klatce
IntelliCage. Poczatkowo, zwierzeta przeszty faze adaptacji do klatki z woda dostepna w obu
rogach, a nastepnie w fazie treningu przestrzennego, woda w jednym narozniku zostala
zastapiona roztworem sacharozy. (B) (i) Przykltadowe zdjecia przedstawiajace barwienie
immunofluorescencyjne biatka PSD-95 u starzejacych sie myszy. Skala: 5 pm. (ii) Obnizona
ekspresja PSD-95 w polu CA1 hipokampa starych zwierzat w wyniku wyciszenia genu za
pomoca shPSD95. Intensywnos$¢ fluorescencji wyrazona w postaci MGV - $rednia wartos$¢
w skali szarosci. (C) Aktywnos$¢ starzejacych sie osobnikéw podczas adaptacji i treningu.
Dzienna liczba wizyt (i) i liZnie¢ (ii) z obu dostepnych rogéw. (D) Wyciszenie ekspres;ji
PSD-95 w polu CA1 obniza skuteczno$¢ odnalezienia nagrody (i) i preferencje spozycia
sacharozy (ii) u starych zwierzat. Czestotliwo$¢ (E) wizyt patrolujacych (bez liZniecia),
(F) (i) wizyt i (ii) liznie¢ perseweracyjnych (do preferowanego rogu) oraz
(G) wizyt spotecznych (podazanie za innym osobnikiem) w czasie adaptacji i treningu.
*P < 0,05, **P < 0,01. Na wykresach (B-F) przedstawiono $rednig + SEM, na (G) mediana *
IQR. ,A” na wykresach (D.i,ii) przedstawia preferencje do rogu w ostatnim dniu adaptacji (do
tego samego rogu w ktérym na czas treningu umieszczono roztwoér sacharozy i dla ktérego
prezentowane sg dane w kolejnych godzinach treningu).
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5. Dyskusja

Celem tej pracy byto zbadanie, w jaki sposéb starzenie sie wptywa na strategie
behawioralne i procesy synaptyczne w regionie CA1 grzbietowego hipokampa, ktére
wspieraja dokonywanie wyboru przestrzennego. W ramach niniejszej rozprawy,
przetestowano w jaki sposdb miode i stare samice myszy zyjacych w grupie
podejmuja decyzje przestrzenne. Przeprowadzono takze analize morfologii kolcow
dendrytycznych oraz poziomu synaptycznego biatka PSD-95 w dCA1l w czasie
treningu decyzji przestrzennych. Na koniec analizowano w jaki sposéb biatko PSD-95

w dCA1 wptywa na podejmowanie decyzji przestrzennych.

5.1. Plastyczno$¢ neuronalna w dCA1 wplywa na dokonywanie wyborow

przestrzennych

Umiejetno$¢ Kkojarzenia zdarzen z okreSlonymi miejscami, czyli pamiec
asocjacyjna, jest niezbedna dla przetrwania wszystkich gatunkéw zwierzat.
Powszechnie uwaza sie, ze plastyczno$¢ synaptyczna zalezna od NMDAR w dCA1
przyczynia sie do tworzenia pamieci asocjacyjnej (Bliss i Collingridge, 1993) oraz
dtugotrwatej pamieci przestrzennej (Martin i in., 2000). Jednocze$nie w kluczowych
pracach przegladowych mozna przeczyta¢, ze cho¢ hipoteza plastycznosci synaps
i pamieci jest zapisana w wiekszoSci podrecznikdw neuronauk, to problem ten jest
nadal daleki od rozwigzania (Neves i in., 2008). Udziat plastycznos$ci synaptycznej
zaleznej od NMDAR w dCA1 w regulacji pamieci przestrzennej, zostal na przyktad
zakwestionowany przez Bennermana i jego wspoétpracownikéw (2012, 2014).
Autorzy wykazali, Ze myszy z lokalng lezjg NMDAR w dCA1 sprawnie tworza pamiec
przestrzenng w teScie basenu Morrisa. Mutacja ta zaburza jednak proces
dokonywania wyboréw przestrzennych - wybor wtasciwego ramienia w labiryncie T
lub wtasciwej latarni w teScie basenu Morrisa (2012). Doswiadczenia te nie
kwestionujg udziatu plastycznos$ci synaptycznej zaleznej od NMDAR w tworzeniu
pamieci, jednak jasno pokazuja, Ze plastyczno$¢ synaptyczna specyficznie w dCA1 nie
jest konieczna do powstawania pamieci przestrzenne;j.

Przedstawione przeze mnie dane dowodza, ze plastyczno$¢ synaptyczna

zalezna od biatka PSD-95 w dCA1l jest wazna w procesie dokonywania wyboru
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przestrzennego, a nie dla pamieci przestrzennej. W zastosowanym przeze mnie
modelu badawczym, myszy zyjace w grupie poddano treningowi wyboru
przestrzennego pomiedzy dwoma identycznymi naroznikami klatki IntelliCage.
Uzyskane dane pokazaty, Ze zar6wno trening apetytywny, jak i awersyjny mtodych
osobnikéw, indukowal podobne zmiany synaptyczne w dCA1, ktére réznig sie od
zmian synaptycznych wywotanych przez trening nagrody, ktéry nie miat komponenty
przestrzennej. Ponadto, wybor przestrzenny u mtodych myszy jest uposledzony przez
miejscowe obnizenie iloSci synaptycznego biatka PSD-95 w dCA1. Manipulacja ta nie
wptyneta na pamie¢ nagrody, nawykowe patrolowanie Ilub perseweracje.
Przedstawione dane potwierdzajg zatem role plastycznos$ci synaptycznej zaleznej od
PSD-95 w polu CA1 grzbietowej czesci hipokampa w wyborze przestrzennym
mtodych zwierzat. Co ciekawe, obnizenie poziomu PSD-95 w dCA1 nie wptyneto na
wybor przestrzenny u starych myszy, co sugeruje Ze neuronalne podstawy
dokonywania wyboru przestrzennego zmieniajg sie wraz z wiekiem.

Ciekawa obserwacja jest rozbiezna czasowo dynamika skutkéw dziatania
nadprodukcji PSD95_S73A oraz zmniejszenia ilosci PSD-95 za pomoca shRNA. Istotne
réznice w zachowaniu zwierzat ze zwiekszonym poziomem PSD95_S73A widoczne
byt juz na samym poczatku treningu (w czasie pierwszych 30 minut) (Rycina 13G.i),
podczas gdy efekt obnizonej ilosci PSD-95 u mtodych samic, obserwowano nieco
pOZniej, bo w pierwszej i drugiej godzinie treningu (Rycina 12F.i). W efekcie
stymulacji neuronu nastepuje przebudowa rusztowania PSD-95 przez
oddysocjowanie tego biatka od receptoréw NMDA, powodujac ich otwarcie i naptyw
jonéw Ca2* skutkujacy uruchomieniem kaskady reakcji prowadzacych do wzrostu,
a nastepnie utrzymania wielkosci kolcow. Ze wzgledu na fakt, ze prawidtowa
fosforylacja reszty serynowej 73 powoduje dysocjacje PSD-95 od NMDAR, czyli bierze
udziat we wczesnej fazie przebudowy synapsy, to zaburzenie tej homeostazy poprzez
wprowadzenie do komorki niefosforylowalnej wersji PSD95_S73A moze upos$ledzac
ten etap przebudowy kolca, co potwierdzajga wyniki uzyskane na Rycinie 12.
PSD95_S73A nie pozwala na przebudowe synapsy, czego moze wymagac pierwsza
faza uczenia. Z kolei zmienione zachowanie zwierzat w nieco p6Zniejszym momencie
treningu, wynikajgce z obniZonego poziomu PSD-95 w komoérce (shRNA-PSD95),

moze odzwierciedla¢ zaburzenie p6Zniejszego etapu przebudowy rusztowania, kiedy
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do utrzymania informacji wymagane jest zachowanie stabilnosci kolca

dendrytycznego przez obecno$¢ funkcjonalnego PSD-95.

5.2. Interakcje spoteczne i zachowanie innych zwierzat w populacji wptywajg na

wybor przestrzenny starzejgcych sie osobnikéw

Zaréwno ludzie, jak i gryzonie, w podesztym wieku charakteryzujgq sie
zaburzeniami zachowania w zadaniach zaleznych od hipokampa, takich jak
odnajdywanie nagrody w labiryncie promienistym lub labiryncie Barnes (Ammassari-
Teule i in.,, 1994; Bach i in., 1999). Jednakze, stare myszy moga wykorzystywac
alternatywne, nieprzestrzenne strategie behawioralne do rozwigzywania zadan
wymagajgcych zaangazowania hipokampa i pamieci przestrzennej. Przykitadowo,
mtode myszy stosujg strategie przestrzenng w labiryncie Barnes, podczas gdy stare
zwierzeta majg tendencje do stosowania nieprzestrzennej strategii wyszukiwania
szeregowego, polegajacej na systematycznym przeszukiwaniu kolejnych otworéw
w kierunku zgodnym lub przeciwnym do ruchu wskazéwek zegara (Bach i in., 1999).
Podobnie w moim do$wiadczeniu, stare myszy stosowaty alternatywng strategie
behawioralng w celu identyfikacji naroznika ze stodka woda w klatce IntelliCage.
Zwierzeta opieraty sie na obserwacjach spotecznych (o czym swiadczyta duza ilos¢
wizyt bliskich, czyli bezpoSrednio po innej myszy) oraz zachowaniach
perseweracyjnych, czyli zwyczajowym odwiedzaniu i piciu tylko z jednego,
preferowanego rogu, nawet w trakcie adaptacji. Role interakcji spotecznych
w kierowaniu zachowaniem myszy, potwierdzit takze eksperyment w ktérym
wymieszalam myszy stare i miode. W tym do$wiadczeniu zachowanie myszy
w podesztym wieku zaczeto przypomina¢ zachowanie myszy mtodych i vice versa:
starsze osobniki w wyniku obserwacji mtodych zwierzat zaczely czeSciej odwiedzac
nienagradzany rég oraz spadia czesto$¢ zachowan perseweracyjnych, a myszy miode
zaczely czeSciej podaza¢ za wspotlokatorami. Strategie zwigzane z podwyzszong
czestosScig zachowan perseweracyjnych sg typowe takze dla ludzi w podesztym wieku
(Ridderinkhof i in., 2002). Literatura potwierdza, ze interakcje spoteczne poprawiaja
uczenie sie lokalizacji u starych myszy z mutacja biatka APP (biatko prekursora
amyloidu komdrki) zyjacych w grupie (Kiryk i in., 2011). Przedstawione przeze mnie
dane pokazujg po raz pierwszy, zZe zdrowe myszy, zaro6wno stare, jak i mtode,

wykorzystuja informacje spoteczne podczas treningu wyboru przestrzennego.
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Zachowanie myszy zalezy zatem od kontekstu spotecznego i, jak na przedstawionym
przyktadzie wykazano, zmienia sie ono w towarzystwie osobnikéw, ktore stosujg
alternatywna strategie ze wzgledu na wiek lub upos$ledzenie funkcji dCA1.
Co ciekawe, zachowania perseweracyjne obserwuje sie nie tylko u starych
osobnikow, ale zjawisko to jest rowniez charakterystyczne dla zwierzat z lezja lub
mutacjami specyficznymi dla hipokampa (Brookes i in., 1983; Hoeffer i in., 2008).
Whiosek ten zostal potwierdzony takze w moich doswiadczeniach wykorzystujacych
zmutowang forme biatka PSD-95_S73A. Obecno$¢ niefosforylowanego wariantu
PSD-95 skutkowata podwyzszong czesto$cig zachowan perseweracyjnych u mtodych
osobnikéw. Obserwacje te sugerujg, ze zwierzeta z upoS$ledzonym dziataniem
hipokampa maja tendencje do wybierania strategii behawioralnych opierajgcych sie
na innych obszarach mézgu, np. prazkowiu (Brookes i in., 1983; Hoeffer i in., 2008).
Potwierdzaja te hipoteze obserwacje wykazujace, ze miejscowe obnizenie ilo$ci
biatka PSD-95 w regionie CA1 starych myszy nie miato wptywu na wyboér preferencji
miejsca. Sugeruje to, ze starsze zwierzeta stosujg strategie niezalezng od dCA1l
podczas dokonywania wyboru przestrzennego. Istnieje jednak mozliwo$¢, ze wybér
przestrzenny u starych myszy angazuje dCA1, ale nie wymaga plastycznosci
synaptycznej zaleznej od PSD-95.

Co ciekawe, lokalna manipulacja obnizajgca poziom ekspresji biatka PSD-95
w dCA1 powstrzymata zaré6wno wzrost aktywno$ci myszy w czasie treningu, jak
i obnizenie czestotliwo$ci wizyt patrolujgcych. Efekt ten byl widoczny zaréwno
u miodych, jak i starych osobnikéw. Zachowania te moga by¢ regulowane przez
projekcje z dCA1 do jadra potlezacego (NAc), ktore s3 potaczeniem pomiedzy
uktadem limbicznym a motorycznym. Jak niedawno wykazano, NAc integruje
informacje z dCA1 o Srodowisku w ktorym znajduje sie nagroda. Projekcje te moga
by¢ wykorzystane do kierowania zachowaniami apetytywnymi i pobudzeniem
zwigzanym z otrzymaniem lub przewidywaniem nagrody (Trouche i in. 2019). Tak
wiec niektore funkcje dCA1, ktére wymagaja obecnosci PSD-95, wydaja sie byc¢
zachowane u starych myszy. UpoS$ledzenie wydaje sie by¢ specyficzne dla wyborow

przestrzennych.
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5.3. Zmiany synaptyczne w dCA1 u mtodych i starych myszy

Powstawanie pamieci zaleznej od hipokampa charakteryzuje sie, na poziomie
strukturalnym, wzrostem istniejgcych i powstawaniem nowych kolcow
dendrytycznych (zawierajacych synapsy glutaminianergiczne) (Aziz i in., 2019;
Mahmmoud i in., 2015; Radwanska i in., 2011; Restivo i in., 2009), dtugotrwatym
wzrostem $redniej wielkoéci PSD (Sliwinska i in., 2020) oraz wbudowywaniem
receptorow AMPA w juz istniejgce synapsy (Matsuo i in, 2008). Pojawia sie
jednoczes$nie coraz wiecej doniesien pokazujacych, ze tworzenie pamieci moze
réwniez angazowac lokalne ostabienie transmisji synaptycznej (Connor i Wang, 2016;
Kemp i Manahan-Vaughan, 2007), ktéra charakteryzuje kurczenie sie i eliminacja
kolcow dendrytycznych oraz PSD (Nagerl i in., 2004; Zhou i in., 2004). Chociaz
strukturalne korelaty LTD indukowanego uczeniem sie byly rzadko dokumentowane
in vivo, zauwazono, ze wybor przestrzenny w labiryncie Barnes indukuje LTD
w obszarze CA1 oraz zmiany zapobiegajace LTD, obnizajac precyzje wyborow
przestrzennych (Goh i Manahan-Vaughan, 2013; Griffiths i in, 2008; Kemp
i Manahan-Vaughan, 2004).

Przedstawione przeze mnie dane pokazaty, Ze trening wyboru przestrzennego
u mtodych myszy powodowal kurczenie sie kolcow dendrytycznych w warstwie
promienistej (StRad) pola dCAl. Co wiecej, zmniejszeniu ulegta takze wielko$¢
klastréw PSD-95 w kolcach, co wskazuje na ogélnie zmniejszony poziom tego biatka.
Podobny kierunek zmian synaptycznych zaobserwowano po awersyjnym treningu
przestrzennym, podczas gdy nieprzestrzenny trening apetytywny powodowat
zwiekszenie sie kolcow dendrytycznych i klastrow PSD-95. Ze wzgledu na fakt, ze
biatko PSD-95 kontroluje lokalizacje receptorow AMPA w synapsie (Bats i in., 2007;
Opazo i in., 2012) oraz prady AMPAR (Beique i in., 2006; Opazo i in., 2012; Schliiter
i in., 2006), zmiany morfologiczne i molekularne, ktére zaobserwowatam u zwierzat
po treningu przestrzennym, wskazujg na ostabienie synaps w rejonie CA1l. Wcigz
pozostaje do ustalenia, czy trening wyboru przestrzennego w warunkach zblizonych
do naturalnych, indukuje LTD w dCA1, podobnie jak wybdr przestrzenny w labiryncie
Barnes (Goh i Manahan-Vaughan, 2013; Griffiths i in, 2008; Kemp i Manahan-
Vaughan, 2007). Dowodem naukowym popierajagcym to zalozenie jest fakt,
iz shPSD95, ktére uposledza wybér przestrzenny miodych myszy w moich

doswiadczeniach, takze obniza poziom biatka PSD-95, zapobiega dojrzewaniu kolcow
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dendrytycznych oraz uposledza LTD (Ehrlich i in., 2007; Xu i in., 2008). Kurczenie sie
synaps w dCA1 i ostabienie potaczen synaptycznych w czasie dokonywania wyboru
przestrzennego moze potwierdza¢ role hipokampa w hamowaniu reakcji btednych
wyboréw (Bannerman i in., 2012, 2014), czyli na przyktad odruchowego wyboru
najblizszego rogu, a nie tego z nagroda. Wciaz jednak nie w pelni rozumiemy w jaki
sposob kurczenie sie synaps umozliwia dokonywanie poprawnych wyborow
przestrzennych, czyli rogu z nagroda.

Zmiany zachodzace w kolcach dendrytycznych na skutek przebytego treningu
wspierajg rowniez  hipoteze alternatywnego mechanizmu neuronalnego
wykorzystywanego przez stare myszy w procesie podejmowania wyboru
przestrzennego. U starzejacych sie zwierzat trening wyboru przestrzennego
zwiekszyl gesto$¢ i rozmiar kolcow dendrytycznych, podczas gdy ilos¢ PSD-95
w pojedynczym kolcu ulegta obnizeniu. Zatem wzér zmian synaptycznych nie
przypominal ostabienia synaptycznego obserwowanego podczas treningu wyboru
przestrzennego u miodych osobnikow. Zaobserwowatam natomiast, cechy
nieprzestrzennego treningu apetytywnego (zwiekszona gesto$¢  kolcow
dendrytycznych i ich wzrost), a takze treningu przestrzennego (obnizony poziom
PSD-95). Ponadto zauwazytam, Ze kolce dendrytyczne starzejacych sie osobnikoéw sa
mniejsze, wystepuje u nich mniej kolcow zawierajacych PSD-95, a samo PSD-95
zajmuje mniejszg powierzchnie w kolcu. U starych myszy zaobserwowano réwniez
dekorelacje ilosci PSD-95 z rozmiarem kolca dendrytycznego w poréwnaniu do
osobnikéw mtodych. Obserwowane kurczenie sie kolcow i obnizony poziom biatek
synaptycznych jest zgodny z weczeSniejszymi doniesieniami na temat zmian
zachodzacych u starych zwierzat (Counts i in., 2014; Ganeshina i in., 2004; Rogers
i in., 2017; Sliwinska i in., 2020). Ze wzgledu na fakt, ze mate kolce dendrytyczne
z niskim poziomem biatka PSD-95 sg mniej stabilne niz duze kolce (Cane i in., 2014),
przedstawione dane wspierajg hipoteze, ze kolce dendrytyczne w polu dCA1 starych
osobnikéw sg mniej stabilne (Mostany i in., 2013). Co istotne, zebrane wyniki po raz
pierwszy przedstawiaja dekorelacje ilosci PSD-95 i rozmiaru kolcow dendrytycznych
u starzejacych sie myszy. Wydaje sie, ze zjawisko to jest specyficzne dla starzejacego
sie mozgu, poniewaz na korelacje miedzy tymi dwoma parametrami nie miat wptywu
trening wyboru przestrzennego ani nieprzestrzenny trening nagrody u mtodych

myszy. Dotychczas obserwowano korelacje wielkoSci PSD i objetoSci kolca po
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stymulacji glutaminianem w hodowli komérkowej. Bylo to jednak zjawisko
tymczasowe (<7 min.) i prawdopodobnie spowodowane wolniejszym wzrostem PSD
w poréwnaniu do wzrostu kolca (Bosch i in., 2014; Meyer i in., 2014). Ponadto praca
z naszego laboratorium pokazata, ze LTP zalezne od receptoré6w NMDA w skrawkach
z hodowli organotypowej hipokampa, zwiekszato korelacje miedzy wielkoscig PSD
a objetoscig kolca dendrytycznego (Borczyki in., 2019).

Nadal pozostaja nieznane przyczyny i konsekwencje korelacji objetosci kolca,
PSD i ekspresji PSD-95. Jednak poniewaz PSD-95 kotwiczy receptory AMPA i NMDA
(Chen i in,, 2015; Sheng i Kim, 2011), poziom PSD-95 moze wptywac¢ na sygnalizacje
wapniowa. Modele matematyczne przewidujg, ze zar6wno naptyw jonéw Ca2* oraz
wielko$¢ kolca dendrytycznego maja wplyw na diugoterminowa stabilnos$¢ synaps,
ich site oraz rozktad wielkosci kolcéw (O’Donnel i in., 2011). W zwigzku z tym,
wszystkie opisane procesy moga ulega¢ zmianie wraz z wiekiem, co prawdopodobnie
skutkuje niska specyficznoscig i stabilno$ciag map kognitywnych w dCA1 starych
zwierzat (Attardo i in., 2018; Barnes i in., 1997), a w efekcie prowadzi do zmiany
strategii wykorzystywanej podczas treningu na tg niezalezng od PSD-95 i dCA1.

Na potwierdzenie tej tezy wskazuje rowniez fakt, iz zaburzona przebudowa
rusztowania PSD-95 w synapsach CA1 mtodych zwierzat skutkuje pojawieniem sie
zachowan obserwowanych u starych osobnikéw, jak na przyktad perseweracja.
Nadprodukcja biatka PSD-95 w komodrce wptywa na plastyczno$¢ synaptyczna,
blokuje LTP i wzmacnia LTD (Stein i in, 2003). Dla oddzielenia efektu
behawioralnego obserwowanego jedynie w wyniku nadekspresji natywnego biatka
od specyficznych réznic wywotanych wprowadzona mutacjg, uzyto dwoch réznych
kontroli dla wariantu PSD95_S73A. W zebranych wynikach nie zaobserwowano
zmian zachowania ani odmiennej strategii uczenia sie przestrzennego miodych
myszy z nadprodukcjg natywnej formy biatka PSD-95, PSD95_WT, w poréwnaniu do
zwierzat kontrolnych z mCherry. Odmiennym zachowaniem charakteryzowaty sie
jednak zwierzeta ze zmutowang formg PSD-95_S73A. Myszy te wykazaty niewielka
zmiane preferencji rogu z nagroda na poczatkowym etapie treningu w poréwnaniu
z grupa PSD-95_WT, a ponadto wykazaty duza zmiane preferencji sacharozy.

PSD-95 tworzy kompleks z receptorem NMDA, za$ fosforylacja S73 promuje
rozpad tego kompleksu i dyfuzje PSD-95 z PSD. UpoS$ledzenie tego procesu prowadzi

do uposledzenia przebudowy kolca dendrytycznego wywotanego stymulacjg
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receptoréow NMDA (Gardoni i in., 2006). Steiner i wspétpracownicy wykazali, Ze
fosforylacja S73 PSD-95 jest konieczna do zakoniczenia wzrostu kolca dendrytycznego
(Steiner i in., 2008). Obnizenie poziomu synaptycznego biatka PSD-95 ma miejsce
zarOwno wtedy, gdy synapsy sa wzmocnienie, jak i kiedy sg ostabione (Bosch i in,,
2014; Colledge i in., 2003; Meyer i in., 2014; Xu i in., 2008). Zatem niezaleznie od
rodzaju plastyczno$ci, zmniejszona mobilno$s¢ PSD-95 moze jg prawdopodobnie
uposledzi¢. Nie jest jednak jasne, czy tak wtasnie dzieje sie w przypadku plastycznosci
indukowanej treningiem. By odpowiedzie¢ na to pytanie konieczne s3g kolejne
badania. Mutacja PSD-95_S73A w dCAl spowodowata réwniez pojawienie sie
perseweracyjnego typu zachowan oraz ograniczyta spontaniczne eksplorowanie
klatki. Zachowania tego rodzaju sktaniajg do poréwnania ich ze strategiag zachowania
starych myszy i sugerujg, iz prawidlowa przebudowa PSD w dCA1 jest kluczowa nie
tylko dla prawidtowego podejmowania decyzji przestrzennych, ale takze dla

natywnych, prostych zachowan, takich jak swobodna eksploracja przestrzeni.

6. Podsumowanie i wnioski

Przedstawione dane pokazujg, ze wybor przestrzenny miodych zwierzat jest
regulowany przez procesy zalezne od PSD-95 i fosforylacji seryny 73 PSD-95 w dCA1.
PSD-95 w dCA1 nie jest jednak zaangazowane w kodowanie pamieci nagrody. W celu
otrzymania nagrody w ztozonym S$rodowisku, stare myszy wykorzystuja
alternatywng strategie behawioralng, ktéra polega na obserwacji innych zwierzat
w Kklatce i perseweracyjnych wizytach do preferowanych rogow klatki. Strategia ta

jest niezalezna od biatka PSD-95 w dCA1.
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8. Suplement

8.1. Makro do analizy kolokalizacji kolcow dendrytycznych i PSD-95

Do analizy zdje¢ mikroskopowych uzyto makr do programu Fiji napisanych

w jezyku Java. Ponizej przedstawiono wykorzystane makro (znakami

poprzedzono komentarze do kodu):

// ustalenie zmiennych do lokalizacji pliku
path_name=getDirectory("image");
filename=getInfo("image.filename");
im_title=getTitle();

skrot = substring(im_title, 5, 13);

open(path_name+"\\"+"done_"+skrot+"_cmle_ch00_contours.tif");

open(path_name+"\\"+"done_"+skrot+"_cmle_ch02.tif");

//konwersja na 8-bit

selectWindow("done_"+skrot+"_cmle_ch00.tif");
run("8-bit");

run("Duplicate...", "title=1");

selectWindow("done_"+skrot+"_cmle_ch00.tif");
close();

selectWindow("done_"+skrot+"_cmle_ch02.tif");
run("8-bit");

run("Duplicate...", "title=2");

selectWindow("done_"+skrot+"_cmle_ch02.tif");
close();

selectWindow("1");

// close();
selectWindow("2");
// close();

// wybdr okna spine magick
// nazwa okna magick
selectWindow("done_"+skrot+"_cmle_ch00_contours.tif");

// synchronizacja okien
run("Sync Windows");
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// narzedzie ROI Manager do zaznaczenia wiecej niz jednego obiektu (kolca
dendrytycznego) na zdjeciu

run("ROI Manager...");

spinenumerator = 0;

setTool("freehand");

for (i=0;1<999;i++) {
selectWindow("done_"+skrot+"_cmle_ch00_contours.tif");
Dialog.create("Select spine_no, while finished select 999");
Dialog.addNumber("Spine no:", 0);

Dialog.show();

spineno = Dialog.getNumber();

if (spineno==999) i = spineno;

// wybor zaznaczenia

waitForUser("SYNCHRONIZE and select spine");

// ROI save position
roiManager("Add");
roiManager("Select"”, spinenumerator);
roiManager("Rename", spineno);
spinenumerator = spinenumerator +1;

// ustawienie tresholdu dla C2

selectWindow("2");
setThreshold(42, 255);
run("Measure");

selectWindow("Results");
saveAs("Results", path_name+"\\"+skrot+"_spine_"+spineno+".csv");
run("Clear Results");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
display summarize");
selectWindow("Results");
saveAs("Results", path_name+"\\"+skrot+"_spinedots_"+spineno+".csv");
run("Clear Results");

selectWindow("Summary");

saveAs("Text", path_name+"\\"+skrot+"_spinesummary.csv");
selectWindow("Summary");

run("Close");
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//zapisanie zaznaczen w ROl manager
roiManager("Select”, newArray(spinenumerator));
roiManager("Save", path_name+"\\"+skrot+"_ROlset.zip");
roiManager("Select”, newArray(spinenumerator));
//roiManager("Deselect");

roiManager("Delete");

// zamKkniecie okien
selectWindow("done_"+skrot+"_cmle_ch00_contours.tif");
close();
selectWindow("1");
close();
selectWindow("2");
close();
selectWindow("Sync Windows 1.7-fiji1");
run("Close");
selectWindow("Results");
run("Close");

// nazwa wykonanego zdjecia i oczekiwanie na uzytkownika
print ("Previous image:");

print (im_title);

waitForUser("Ready for another one?");

//open(path_name +"\\"+filename);

selectWindow("Log");

run("Close");

// powtérne uruchomienie makra
runMacro("example.txt");
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8.2. Makro do analizy poziomu biatka

Makro do programu Fiji, wykorzystane do analizy poziomu ekspresji biatka PSD-95
po zastosowaniu wektoréw wirusowych. Znakami ,//” poprzedzono komentarze do

kodu.

//ustalenie zmiennych do lokalizacji pliku
path_name=getDirectory("image");
filename=getInfo("image.filename")
im_title=getTitle();

//wygtadzenie, podzial na kanaty i konwersja na 8-bit
run("Smooth");
run("Split Channels");

selectWindow("C1-"+im_title);
run("8-bit");

selectWindow("C1-"+im_title);
setThreshold(22, 255);

run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
display summarize");

selectWindow("Results");
saveAs("Results", path_name+"\\"+im_title+"_results_C1.csv");
run("Clear Results");

selectWindow("C1-"+im_title);
run("Measure");

//run("Sync Windows");
selectWindow("Sync Windows 1.7-fijil");
run("Close");

selectWindow("Results");
saveAs("Results", path_name+"\\"+im_title+"_results.csv");

selectWindow("Summary");
saveAs("Text", path_name+"\\"+im_title+"_summary.csv");
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selectWindow("C1-"+im_title);
close();

print ("Previous image:")
print (im_title);
waitForUser("Ready for another one?");

open(path_name +"\\"+filename);

selectWindow("Log");
run("Close");

selectWindow("Results");
run("Close");
selectWindow("Summary");
run("Close");

runMacro("examplel.txt");
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