Streszezenie pracy doktorskiej pt. ,,Characteristics of neurons in the nucleus incertus

of the rat — electrophysiological studies in vivo.”:

Jadro niepewne (ang. nucleus incertus, NI) jest niewiclkg bilateralng strukturg pnia
moézgu, zlokalizowang ponizej IV komory mozgu wzdhuz linii przysrodkowej nakrywki. NI
zawiera gléwnie neurony GABAergiczne oraz mniejszg frakcje neurondw glutamatergicznych.
Wezesniejsze badania sklasyfikowaly te komorki na trzy typy ze wzgledu na czgstotliwose
generowania potencjatéw czynnosciowych. NI unerwia wiele jader w przodomoézgowiu,
$rodmézgowiu i mozdzku. Subpopulacja neuronéw NI zawierajgca neuropeptyd, relaksyng-3
(ang. relaxin-3, RLN3) jest zrodtem uktadu relaksynergicznego zaangazowanego w odpowiedz
stresowg oraz behawioralng aktywacj¢ organizmu. Wykazano, Ze jadro niepewne jest jednym
z kluczowych elementow wstepujacego uktadu synchronizujacego hipokamp, ktéry odgrywa
wazna role w generowaniu rytmu theta.

Rytm theta to zjawisko oscylacyjne charakteryzujace si¢ czgstotliwoscig w zakresie
od 3 — 12 Hz, ktére mozna zaobserwowac¢ na poziomie lokalnego potencjatu polowego, wzorca
generoWania potencjaléw czynnosciowych oraz zmian potencjalu blonowego neuronow.
Aktywnos¢ sieci hipokampalnej lezacej u podstaw oscylacji theta odgrywa wazng rolg w wiclu
procesach, tj. nawigacja w przestrzeni, formowanie pamigei czy generowanie réznych stanow
behawioralnych. Badania pokazaty, ze aktywacja NI wplywa na hipokampalne oscylacje theta.
Jadro niepewne samo jest czgécig sieci pracujace] w czestotliwosei theta. Jednakze,
charakterystyka elektrofizjologiczna neurondéw jadra niepewnego oraz udzial NI
w mechanizmie generowania rytmu theta pozostaja niejasne.

Celem moich badan bylo okreslenie whasciwosci elektrofizjologicznych neuronéw jadra
niepewnego w odniesieniu do hipokampalnych oscylacji theta oraz okreslenic interakeji
pomiedzy NI a jadrem przysrodkowym przegrody (ang. medial septum, MS), ktore jest
giownym stymulatorem rytmu theta.

Aby osiggngé ten cel wykorzystano rozne techniki elektrofizjologiczne (rejestracje
z wykorzystaniem macierzy wiclokanatowych, technika rejestracji w konfiguracji juxtacellular,
stymulacje optogenetyczne) i anatomiczne (znakowanie szlakéw neuronalnych, barwienia
immunohistochemiczne). Wszystkie eksperymenty przeprowadzono na samcach szczurow
szczepu Sprague-Dawley. Eksperymenty in vivo przeprowadzano pod wpltywem glgbokiej
anestezji uretanowej, ktéra wywoluje spontaniczne, cykliczne zmiany stanu mozgowia:
aktywacje oraz aktywnos$¢ wolnofalowa, charakteryzujace si¢ kolejno dominacjg fal theta

i delta.



Aktywno$é neuronéw NI  rejestrowano zewngtrzkomérkowo —przy — uzyciu
wielokanalowego systemu do rejestracji. Bazujac na  generowaniu potencjalow
czynnosciowych w odniesieniu do fazy oscylacji theta zidentyfikowano dwic populacje
neuronéw NI: niezalezna od fazy rytmu theta (61%, 135/220) oraz zwiazang z fazg oscylacji
theta (39%, 85/220). Pierwszg grup¢ mozna podzieli¢ na neurony regularne o wysokigj
czestotliwosci generowania potencjatéw czynnosciowych i komorki nieregularne o nizszej
aktywnoséci. W obrebie drugiej grupy zaobserwowano liczne komoérki generujgce paczki
(ang. bursts) potencjaléw czynnosciowych w rytmie theta (66%, 56/85). Ich lokalizacja jest
ograniczona do lateralnej czesci struktury, zwanej czgécig rozproszong jadra niepewnego.
Wszystkie neurony o aktywnosci zwiazanej z faza rytmu theta wykazujg silng preferencjg
do generowania potencjalow czynnosciowych na fazie wstgpujacej oscylacji theta
rejestrowanej z warstwy stratum lacunosum moleculare pola CA1 hipokampa.

Eksperymenty z optogenetyczng stymulacja jadra przysrodkowego przegrody
wykazaly, ze wszystkie neurony generujgce paczki potencjatow czynnosciowych w rytmie
theta otrzymuja wejscia z MS i reagujg w jednolity sposob z poczatkowym przyhamowaniem,
po ktorym nastepuje zwigkszenie czestotliwosei generowania potencjatow czynnosciowych.
Wyniki te wskazujg na silny wplyw sygnatu wejsciowego z MS na t¢ grupg neuronéw. Tylko
cze$¢ pozostatych neurondw o aktywnosci zwigzanej z fazg rytmu theta (50%) oraz neuronow
o nieregularnej aktywnosci niezwigzanej z fazg rytmu theta (39%) reagowala na stymulacj¢
jadra przysrodkowego przegrody, a ich odpowiedzi byly niejednorodne (hamowanic lub
pobudzenie). Jednoczesnie zaden z neuronéw o szybkiej regularnej aktywnosci niezaleznej od
fazy rytmu theta nie reagowal na stymulacjg MS. Co cickawe, tylko neurony o regularnym,
szybkim wzorcu aktywnosci niezwigzanym z faza oscylacji theta zostaty zidentyfikowane jako
komérki unerwiajace jadro przysrodkowe przegrody. Wskazuje to, na udzial tej populacji
neuronéw NI w jednokierunkowym przesytaniu informacji do MS. Znakowanie szlakow
neuronalnych pokazato, ze neurony jadra niepewnego unerwiajace MS to glownie komorki
zawierajace relaksyne-3, a ich aksony sa silnie rozgal¢zione tworzac niespecyficzny system
unerwiajacy liczne obszary mozgu. Eksperymenty z wykorzystaniem techniki rejestracji
w konfiguracji juxtacellular potwierdzity najwigkszy odsetek neuronéw zawierajgcych
relaksyne-3 wérdd neurondw o regularnej aktywnoscei niezaleznej od fazy rytmu theta.

Dogltebna charakterystyka neuronéw NI, przedstawiona w niniejszej rozprawie,
ujawnita obecnos¢ dwoch elektrofizjologicznie, anatomicznie i funkcjonalnie odrgbnych
subpopulacji  komoérek  réznigeych  sie  kierunkiem — komunikacji  z  ukfadem

septohipokampalnym. Wyniki te rzucily nowe $wiatlo na rol¢ jadra niepewnego, pokazujac, ze

—



moze ono zawieraé osobne populacje neuronalne odpowiedzialne odpowiednio za gencrowanie

i synchronizacje hipokampalnych oscylacji theta.



Abstract: ,,Characteristics of neurons in the nucleus incertus of the rat

— electrophysiological studies in vivo.”

The nucleus incertus (NI) is a small bilateral brainstem structure located just below
the IV ventricle, along the midline of the tegmentum. NI contains mostly GABAergic neurons
and a smaller fraction of glutamatergic neurons. Previous studies classified these cells into three
types basing on the firing rate. NI innervates many nuclei in the forebrain, midbrain and
hindbrain. A subpopulation of NI neurons containing neuropeptide relaxin-3 (RLN3) gives rise
to the relaxinergic system involved in stress response and behavioural activation of the animal.
It has also been shown that NI is one of the key nuclei of the ascending brainstem hippocampal
synchronizing system, which plays an important role in theta rhythm generation.

Theta rhythm is an oscillatory phenomenon characterised by the frequency of 3 — 12 Iz
observable at the level of the local field potential, the pattern of neuronal firing and
the membrane potential of neurons. The hippocampal network activity underlying the theta
oscillations plays an important role in many functions, such as navigation in space, memory
formation or the generation of different behavioural states. Several experiments have shown
that activation of NI affects the hippocampal theta oscillations. Nucleus incertus itself is a part
of a network working at theta frequency. However, the electrophysiological characteristics of
the nucleus incertus neurons and the involvement of NI in the mechanism of theta rhythm
generation and synchronization are unclear.

Therefore, the goal of my research was to determine electrophysiological properties of
the nucleus incertus neurons in relation to the hippocampal theta oscillations and to determine
the interaction between NI and the medial septum (MS), which is the pacemaker of theta
rhythm.

To accomplish this, various electrophysiological (recordings with multielectrode arrays,
juxtacellular recording-labelling technique, optogenetics) and anatomical (tract-tracing,
immunohistochemistry) techniques have been used. All experiments have been performed on
male Sprague-Dawley rats. The in vivo electrophysiological experiments were performed under
deep urethane anaesthesia which induces spontaneous, cyclical alternations of brain state:
activation and slow-wave activity (SWA), characterized by the dominance of the hippocampal
theta and delta waves respectively.

The neuronal activity of NI neurons was recorded extracellularly using the multichannel
recording system. Based on action potential firing in relation to the phase of theta oscillation,

two subpopulations of NI neurons have been identified: theta phase-independent (61%,



135/220) and theta phase-locked (39%, 85/220). The first group could be further subdivided
into regular, fast-firing and irregular, slow-firing neurons. Within the second group, numerous
theta-bursting neurons (66%, 56/85) have been observed. Their localization is limited to the
pars dissipata of the nucleus incertus. All theta phase-locked cells have a strong preference to
fire action potentials at the rising phase of the hippocampal theta oscillation recorded from the
stratum lacunosum moleculare of the CA1 field.

The optogenetic stimulation of medial septum revealed that all theta-bursting NI
neurons receive input from MS and all react uniformly with initial inhibition followed by
rebound excitation. This indicates that theta-bursting NI neurons are under strong control of
MS originating input. Only a fraction of the non-bursting theta phase-locked (50%) and
irregular, slow-firing theta phase-independent NI neurons (39%) responded to the MS
stimulation, and their responses were heterogeneous (inhibition or excitation). At the same time,
none of the regular, fast-firing theta phase-independent NI neurons responded to the medial
septum stimulation. Interestingly, only regular, fast-firing theta phase-independent NI neurons,
were optogenetically identified as projecting to MS. This indicates that this population of NI
neurons is involved in the unidirectional transmission of information to MS. The tract-tracing
studies have shown that neurons targeting medial septum are mostly relaxinergic and their
axons are highly collateralized and form a widespread projection system innervating numerous
brain regions. Experiments using juxtacellular recording-labelling technique have confirmed
that the highest proportion of RLN3-positive neurons are the regular, fast-firing theta phase-
independent NI neurons.

The in-depth characterization of NI neurons presented in this dissertation, has revealed
the presence of two electrophysiologically, anatomically and functionally distinct
subpopulations of cells, which also differ in the direction of communication with
the septohippocampal system. These results shed new light on the role of NI, showing that it
may contain separate neural populations responsible for generating and synchronizing

hippocampal theta oscillations, respectively.
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