mgr Joanna Sowa,
Zakfad Fizjologii

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

Promotor: prof. dr hab. Krzysztof Tokarski

Promotor pomocniczy: dr Magdalena Kusek

Tytut pracy doktorskie;j:

The involvement of chosen chemokines in neuronal properties and
synaptic transmission in central and basolateral complex of the rat
amygdala

Abstract

Chemokines are emerging as key players in a broad array of biological responses in the brain
under physiological, non-inflammatory conditions. They can be found in all brain cells - from
brain-blood barrier endothelium, through all types of glia, to neurons and neural stem cells.
Neuron-glia crosstalk is also suggested to be modulated by chemokines. It should be noted that
glial cells not only express chemokine receptors but also can dynamically release them, thus
influencing the activity of neurons or other brain cells. This orchestration of neuron-glia
communication is believed to be essential in maintaining brain homeostasis. Among them,
CX3CL1 and CXCL12 have attracted much attention by demonstrating their role in such

phenomena as neurogenesis, neuroprotection, as well as modulation of synaptic transmission



and plasticity. The relatively high expression of their receptors, i.e., CX3CR1 and CXCR4, in
limbic brain structures supports the association between them and neuropsychiatric diseases,
such as anxiety or depression. Consistently, the impairment of CX3CL1/CX3CR1 and/or
CXCL12/CXCR4 signaling led to behavioral of neurobiological consequences, such as impaired
learning or anxiety. Despite this, mechanisms of chemokines in the regions involved in anxiety
(such as the amygdala) remain largely unknown. It would provide critical insight into the

physiological mechanisms underlying neuroimmunological interactions in the amygdala.

The aim of this study was to dissect the underlying mechanisms and effects of activation of
CX3CR1 and CXCR4 receptors on synaptic transmission and electrophysiological property of
neurons in two nuclei of the amygdala - basolateral (BLA) - the main input nucleus, and central

(CeA) - the main output nucleus.

To this end, by using a combination of electrophysiological and pharmacological approaches,
the actions of two chemokines (CX3CL1 and CXCL12) on neuronal properties as well as synaptic
transmission were determined. Moreover, the involvement of microglia or astrocytes was
measured by using minocycline or fluorocitrate, respectively. In order to confirm the neuronal

expression of CX3CR1, immunohistochemical staining was used.

In the BLA, CX3CL1 increased the threshold for spike generation, reducing the neuronal
excitability of principal cells (PCs). This effect was accompanied by the impaired LTP at cortico-
BLA synapses and attenuated GABAergic transmission manifested as a decreased frequency of
spontaneous inhibitory synaptic currents (sIPSCs). These effects were blocked in the presence
of the CX3CR1 antagonists, AZD8797. The treatment of the inhibitor of microglial activity,
minocycline, eliminated the CX3CL1-triggered effects. These results suggest that the CX3CR1
activation might modulate the memory and emotional processing via its involvement in the

GABAergic transmission and the attenuation of the PCs firing and synaptic plasticity.

In the CeA, CX3CL1 decreased the input resistance of Regular-Spiking neurons (RS), resulting in
the attenuation of their spiking. The firing reduction of RS neurons consequently reduced the
frequency of sIPSCs in Late-Firing cells (LF). Those effects were eliminated in the presence of

the antagonist of the CX3CR1 receptor, AZD8797, or minocycline, the inhibitor of microglial



activity. Thus, the network activity in the CeA is suggested to be, at least in part, modulated by

the CX3CR1 activation.

The treatment of CXCL12 in the BLA triggered a nonsignificant increase in the PCs excitability
and dual changes in the inhibitory synaptic transmission. These changes are in line with the

CXCL12-induced increase in glutamatergic transmission observed by other group.

CXCL12 enhanced firing in both types of CeA neurons. The application of this chemokine
facilitated the seEPSCs frequency preferentially onto Regular-Spiking neurons. Those effects
were eliminated in the presence of the CXCR4 antagonist, AMD3100. The CXCR4 activation
triggered an increased frequency of sIPSCs onto Regular-Spiking neurons, whereas the
amplitude of these events in Late-Firing neurons was reduced. Those effects were blocked in
the presence of a CXCR4 receptor antagonist and by inhibition of astrocytic activity by

fluorocitrate.

Altogether, findings from this study highlight the neuromodulatory role of CX3CL1 and CXCL12
in both nuclei of the amygdala, which is a consequence of their regulation of local neuron-glial
communication. Further investigation in this area will lead to a better understanding of
neuroimmunological mechanisms in the amygdala and provide novel insights into neuro-
immune mechanisms in the amygdala and yield new targets for developing treatments of

amygdala-related disorders.



Streszczenie

Coraz wiecej badan wskazuje na role chemokin w szeregu biologicznych odpowiedzi w
warunkach fizjologicznych. Obecnos¢ chemokin wykazano we wszystkich komdrkach
mozgowych - od komérek srddbtonka bariery krew-moézg, przez wszystkie typy komodrek
glejowych, po neurony i nerwowe komodrki macierzyste. Sugeruje sie takze, ze komunikacja
pomiedzy neuronami a komadrkami glejowymi jest réwniez modulowana przez chemokiny.
Nalezy podkresli¢, ze komorki glejowe nie tylko wykazujg obecno$é receptoréw chemokinowych
ale takze potrafig w sposéb dynamiczny uwalnia¢ poszczegdlne typy chemokin, tym samym
wptywajac na aktywno$é neurondw lub innych komérek w mozgu. Przypuszcza sie, ze te
interakcje sg jednym z kluczowych czynnikéw odpowiedzialnych za utrzymanie w szerokim
rozumieniu homeostazy OUN. Dwie z chemokin, CX3CL1 i CXCL12, wzbudzity zainteresowanie
przez ich szczegélnie istotng role w modulacji neurogenezy, neuroprotekcji, a takze modulacji
transmisji synaptycznej oraz plastycznosci. Szczegdlnie wysoka ekspresja receptorow dla tych
dwéch chemokin, tj. CX3CR1 i CXCR4, w obszarach limbicznych sugeruje zwigzek pomiedzy nimi
a chorobami psychicznymi, takimi jak lek czy depresja. Potwierdzajg to badania w ktérych
wykazano, ze zablokowanie sygnalizacji CX3CL1/CX3CR1 i/lub CXCL12/CXCR4 prowadzi w
testach behawioralnych na zwierzetach do uposledzenie uczenia sie oraz nasilenia reakcji
lekowych. Mimo to mechanizm dziatania chemokin w obszarach moézgu zwigzanymi z
zaburzeniami lekowymi (ciato migdatowate) pozostaje w zasadzie niezbadany. Okreslenie
wptywu chemokin na regulacje aktywnosci struktur ciata migdatowatego wniostoby znaczacy

wktad w dalsze zrozumienie powigzania pomiedzy uktadem nerwowym a odpornosciowym.

Celem przeprowadzonych badan, byto okreslenie mechanizméw i efektéw aktywacji
receptorow CX3CR1 i CXCR4 na przekaznictwo nerwowe oraz wiasciwosci elektrofizjologiczne
neurondéw w dwéch jadrach ciata migdatowatego - w podstawnobocznym (BLA) - gtdwnym

wejsciu oraz srodkowym (CeA) - gtéwnym wyjsciu z obszaru kompleksu jgder migdatowatych.

Dzieki potaczeniu elektrofizjologicznych i farmakologicznych metod, te efekty zostaty zbadane.

Co wiecej, wptyw mikrogleju i astrocytow byt zmierzony przez uzycie minocykliny lub



fluorocytrynianu. W celu okreslenia neuronalnej lokalizacji receptora CX3CR1 wykonano takze

barwienia immunohistochemiczne.

W BLA, podanie chemokiny CX3CL1 zwiekszyto prad progowy, prowadzgc tym samym do
zmniejszonej pobudliwosci neuronéw gtdwnych (ang. principal cells, PCs). Temu efektowi
towarzyszyta ostabiona plastycznos¢ synaptyczna w synapsach korowo-podstawnobocznych
oraz zmniejszona czestotliwo$é spontanicznych hamujacych praddw postsynaptycznych
(sIPSCs). Efekty te blokowane bylty w obecnosci antagonisty receptora CX3CR1, AZD8797.
Réwniez zastosowanie inhibitora aktywnosci mikrogleju, minocykliny, blokowato efekty podania
chemokiny CX3CL1. Uzyskane wyniki mogg sugerowac, ze aktywacja receptorow CX3CR1
poprzez wptyw na przekaznictwo GABArgiczne oraz ostabienie pobudliwosci komodrek
podstawowych i proceséw plastycznosci synaptyczej moze modulowaé pamiec i reakcje

emocjonalna.

W CeA, CX3CL1 zmniejszata opornos¢ btony komérkowej neurondw regularnie wytadowujgcych
sie (ang. Regular-Spiking neurons; RS), co skutkowato spadkiem ich pobudliwosci. Spadek
aktywnosci tych neuronéw spowodowat zmniejszenie sIPSCs rejestrowanych w neuronach o
pdznym poczatku wytadowania (ang. Late-Firing neurons; LF). Efekty te byly blokowane w
obecnosci w obecnosci antagonisty receptoréw CX3CR1 AZD8797 lub po zahamowaniu
aktywnosci komorek mikroglejowych minocykling. Sugeruje to, ze aktywnos¢ sieciowa CeA jest

przynajmniej w czesci modulowana przez aktywacje receptoréw CX3CR1.

Podanie chemokiny CXCL12 w BLA wywotywato nieznaczny wzrost pobudliwosci PCs oraz
dwukierunkowe zmiany w hamujgcej transmisji synaptycznej, chociaz oba te efekty nie uzyskaty
istotnosci statystycznej. Kierunek zarejestrowanych efektéw aktywacji receptora CXCR4 jest
zgodny wynikami uzyskanymi przez inng grupe badawczg, ktdra wykazata wzrost przekaznictwa

pobudzajgcego w BLA po podaniu CXCL12.

Podanie CXCL12 zwiekszyto pobudliwosé¢ zaréwno neurondéw RS jak i LF w CeA. Podanie tej
chemokiny nasilato réwniez czestotliwos¢ spontanicznych pobudzajgcych  pradéw
synaptycznych rejestrowanych z neurondw RS. Efekty te blokowane byty przez antagoniste

receptora CXCR4, AMD3100. Aktywacja receptoréw CXCR4 zwiekszata takze czestotliwosé



sIPSCs rejestrowanych z neurondw RS. Natomiast rejestracja z neurondw LF wykazata hamujgce
dziatanie CXCL12 na amplitude pradéw GABAergicznych. Efekty te byty blokowane przez
antagoniste receptora CXCR4, jak i przez zablokowanie aktywnosci astrocytow podaniem
fluorocytrynianu. Podsumowujgc, uzyskane wyniki sugerujg neuromodulacyjng role chemokin w
obu badanych jgdrach obszaru ciata migdatowatego, co wynika z ich regulacji komunikacji
pomiedzy neuronami a komdrkami glejowymi. Dalsze badania w tym zakresie mogg prowadzié
do lepszego zrozumienia mechanizméw neuroimmunologicznych w ciele migdatowatym i
dostarczy¢ nowych kandydatéw dla rozwoju leczenia zaburzen zwigzanych z funkcjami tej

struktury.



