Witasciwe rozpoznawanie i rozréznianie bodZca nowego od znajomego jest kluczowe
dla poprawnego funkcjonowania i nawigowania w $rodowisku, a adekwatna ekspresja
preferencji nowos$ci moze by¢ kluczowa dla przetrwania. Wiele schorzen
neuropsychiatrycznych, takich jak zesp6t nadpobudliwos$ci psychoruchowej z deficytem
uwagi, schizofrenia czy depresja, objawiajg sie nietypowa reakcja na nowe bodzZce.
W zwigzku z danymi literaturowymi wskazujgcymi na potencjalne zaangazowanie jadra
niepewnego (ang. nucleus incertus, NI), jadra miedzykonarowego (ang. interpeduncular
nucleus, IPN) oraz brzusznego pola nakrywki (ang. ventral tegmental area, VTA)
w kontrole preferencji nowosci, celem opisanych w niniejszej rozprawie eksperymentéw
byto zbadanie wzajemnych interakcji systemu katecholaminergicznego (w ktérego sktad
wchodzi miedzy innymi uktad dopaminergiczny, wraz z VTA), IPN oraz NI. Wiodaca
hipoteza przedstawionych badan jest istnienie funkcjonalnych potaczen pomiedzy

badanymi strukturami oraz ich wzajemne interakcje.

Dostepne wyniki badan naukowych wskazujg na kluczowa role zlokalizowanego
w $Srodmozgowiu IPN w kontrole ekspresji preferencji nowosci. Ponadto, opisana zostata
rola umiejscowionego bezposrednio ponad IPN VTA w sygnalizacji istotnosci i/lub
nagradzajgcych wtasciwosci nowego bodzca w Srodowisku, oraz zalezno$¢ tego procesu
od uwalnianej z neuronéw VTA do IPN dopaminy (ang. dopamine, DA). Ponadto
pokazano, ze neurony dopaminowe VTA s3 wrazliwe na ceche prezentowanego bodzca
jaka jest nowos¢, ale doktadny mechanizm kontroli preferencji nowosci przez VTA, wraz
z zaangazowanymi w te funkcje unerwianymi przez VTA strukturami moézgu, nie zostat
w petni zbadany. Co wazne, stres uznawany jest za czynnik predysponujacy do rozwoju
wcze$niej wspomnianych schorzen neuropsychiatrycznych, charakteryzujgcych sie
zaburzeniami preferencji nowosci. Dlatego tez, aby zrozumie¢ neuronalny mechanizm
wptywu stresu na preferencje nowosci, podczas realizacji badan opisanych w niniejszej
dysertacji, zbadano unerwienie IPN oraz VTA przez wysoce wrazliwg na stres strukture
pnia mozgu, ktéra jest NI. Dostepna literatura naukowa wskazuje, ze ekspozycja na
nowos¢ powoduje podwyzszony poziom wzbudzenia, w ktorego kontrole zaangazowany
jest zarowno NI, jak i system katecholaminergiczny. W celu zbadania mozliwego dziatania
katecholamin na neurony NI, przetestowano wptyw aktywacji receptora dopaminowego

typu D2 na aktywno$¢ elektryczng neuronéw NI.



W celu zbadania natury neurochemicznej i funkcjonalnych wtasciwosci potaczen
neuronalnych miedzy badanymi strukturami moézgowia oraz sprawdzenia wptywu
aktywacji receptoré6w dopaminowych D1 (D1R) i typu D2 na aktywnos$¢ elektryczng
neuronéw IPN i NI, wykonano rejestracje elektrofizjologiczne ex vivo potaczone z uzyciem
narzedzi optogenetycznych i podaniami agonistow receptorow dopaminowych
(odpowiednio SKF81297 oraz quinpirole). By zweryfikowa¢, czy pojedyncze neurony IPN
integruja sygnalizacje za posrednictwem receptora D1 (potencjalnie niosgcg informacje
0 nowosci) oraz receptora nikotynowego (potencjalnie sygnalizujaca do IPN znajomosci
bodzZca) wykonano rejestracje z podaniami agonistow tych receptoréw (odpowiednio
SKF81297 i nikotyna). Ponadto, znakowanie szlakéw neuronalnych, barwienia
immunohistochemiczne oraz fluorescencyjna hybrydyzacja in situ metodg RNAscope

pozwolity na opisanie anatomii badanego obwodu neuronalnego.

Wyniki eksperymentow z wstecznym znakowaniem szlakéw neuronalnych wskazaty,
ze VTA wraz z istotg czarng sg gtéwnymi zrédtami dopaminy w IPN. Aktywacja D1R przez
podanie selektywnego agonisty tego receptora miata przede wszystkim pobudzajace
dziatanie na aktywno$¢ neuronéw IPN. W trakcie rejestracji aktywnosci elektrycznej
neuronoéw IPN metoda whole-cell patch-clamp w trybie stabilizacji napiecia, w wiekszoSci
zbadanych neuronéw IPN zaobserwowano wywotany podaniem agonisty D1R prad
dokomorkowy. U wiekszoSci z przetestowanych komoérek, pobudzajacy wpltyw aktywacji
receptora byt obserwowalny po ponownym podaniu agonisty w warunkach izolacji
farmakologicznej (po wzbogaceniu sztucznego ptynu moézgowo-rdzeniowego o bloker
napieciowozaleznych kanatéw sodowych oraz antagonistéw receptoré6w GABAa oraz
AMPA i NMDA), co pozwolito stwierdzi¢, ze obserwowany efekt jest postsynaptyczny.
Ponadto, zewnatrzkomorkowe rejestracje aktywnosci neuronéw IPN z uzyciem macierzy
wieloelektrodowych wskazaty, ze aktywacja D1R moze rowniez hamowac¢ aktywnos$¢
neurondw IPN oraz, ze w zar6wno pobudzajace, jak i w hamujace dziatanie aktywacji tego
receptora moga by¢ zaangazowane GABAergiczne potgczenia wewnatrz I[PN, wewnatrz

VTA oraz unerwienie z VTA do IPN.

Wewnatrzkomdérkowe rejestracje aktywnosci elektrycznej neuronéw IPN metoda
whole-cell patch-clamp, potaczone z optogenetyczng stymulacjg wtékien z NI pokazaty,
ze zaroOwno uwalniajgce GABA, jak i kwas glutaminowy neurony NI tworza

monosynaptyczne potaczenia z neuronami IPN, przy czym wiekszo$¢ zaobserwowanych



odpowiedzi na optogenetyczng stymulacje stanowily wywotane $wiattem hamujace
prady postsynaptyczne (ang. light evoked inhibitory postsynaptic currents, le iPSC).
Jednoczesne podania agonisty D1R i stymulacja optogenetyczna widkien z NI w trakcie
rejestracji aktywnosci neuronéw IPN pozwolity wykaza¢, ze aktywacja D1R w IPN
negatywnie modulowata hamujace wejscie z neuronéw NI, prowadzac do zmniejszenia
amplitudy zarejestrowanych le iPSC. Ponadto, wykazano, Ze pojedyncze neurony IPN
integruja sygnaly z NI (potencjalnie sygnalizujgce sytuacje stresowa) z sygnalizacjg za
posrednictwem D1R (potencjalnie niosgca informacje o nowosci). Co wiecej, pokazano, ze
pojedyncze neurony IPN integruja réwniez sygnalizacje mediowang przez DI1R,
z sygnalizacjg za posrednictwem receptora nikotynowego (potencjalnie sygnalizujaca
w IPN znajomo$ci bodZca). Razem, dane te popieraja hipoteze, Ze system
katecholaminergiczny oraz unerwienie z NI wptywajac na aktywno$¢ neuronéw IPN

tworza razem funkcjonalny obwo6d neuronalny ztozony z trzech badanych struktur.

Podczas rejestracji aktywno$ci neuronéw VTA potaczonych z optogenetyczng
stymulacja wtékien z NI zaobserwowano zar6wno hamujgce, jak i pobudzajace wywotane
Swiattem prady postsynaptyczne (odpowiednio le iPSC i le ePSC). Wiekszos¢
zarejestrowanych odpowiedzi na stymulacje optogenetyczng stanowity le iPSC, ale
zarowno le iPSC, jak i le ePSC zostatly zarejestrowane z prawdopodobnie dopaminowych

neuronow VTA.

Eksperymenty z iniekcjami wstecznego wektora wirusowego do NI i barwieniem
immunohistochemicznym przeciwko hydroksylazie tyrozynowej (markerowi neuronéw
katecholaminergicznych) wykazaly, ze gtdwnymi zrodtami katecholamin w NI s3 jadro
Darkszewicza, jadra szwu oraz grupa neurondéw dopaminergicznych A13. Aktywacja
receptorow typu D2 dzieki podaniu agonisty tych receptorow (quinpirole), miata
zaroOwno pobudzajace, jak i hamujgce dziatanie na aktywnos$¢ neuronéw NI, a oba efekty
obserwowane byly w warunkach izolacji farmakologicznej, wskazujac postsynaptyczne
dziatanie aktywacji receptora na aktywnos$¢ neuronéw NI. Co ciekawe, wptyw aktywac;ji
receptorow typu D2 na aktywno$¢ elektryczng neuronéw NI byt zalezny od typu
neuronéw NI; neurony typu I (charakteryzujace sie obecnoscia pradu potasowego typu
A) réwnie czesto byty pobudzane, jak i hamowane podaniem agonisty receptora typu D2,
podczas gdy poziom aktywnosci neuronéw typu II (wykazujacych obecno$¢

aktywowanego hiperpolaryzacja pradu wapniowego), w wiekszos$ci przypadkéw



podwyzszatl sie po podaniu agonisty. Ponadto, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
metoda RNAscope wskazata, ze 36% komorek NI wykazywata ekspresje mRNA dla
receptora dopaminowego D2, wilaczajac to zaréwno komoérki wykazujace ekspresje

markeréw GABAergicznych, jak i markeréw glutaminianergicznych.

Podsumowujgc, dane przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej potwierdzaja
hipoteze o istnieniu funkcjonalnego obwodu neuronalnego ztozonego z ukiadu
katecholaminergicznego (w ktorego sktad wchodzg miedzy innymi dopaminergiczne
neurony VTA) - IPN - NI Opisane w literaturze naukowej funkcje poszczeg6lnych
elementéw obwodu, wraz ze scharakteryzowang w niniejszej rozprawie doktorskiej
naturg potaczen, wskazujg na jego mozliwa role w kontroli preferencji nowosci. Opisane
wyniki eksperymentéw sugeruja, Ze wysoce wrazliwy na stres NI, za posrednictwem
GABA- i glutaminianergicznego unerwienia IPN i VTA, moze by¢ wazng sktadowa tego
obwodu, zaangazowang w transmisje informacji zwigzanych ze stresem do struktur
kontrolujacych preferencje nowosci, tym samym lezgc u podstaw opisanych w literaturze

zaburzen w preferencji nowosci po ekspozycji na stresory.



