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Wstep

TECHNIKI ELEKTROFIZJOLOGICZNE
W BADANIU UKLADU NERWOWEGO:

Od Kanalow Jonowych po Sieci Neuronowe

Tegoroczny Suplement I do wydawnictwa War-
szawskiego Uniwersytetu Medycznego Medycyna
Dydaktyka Wychowanie zawiera 26 artykuléw mo-
nograficznych, odpowiadajacych referatom wygto-
szonym na konferencji zatytulowanej ,Techniki
Elektrofizjologiczne w Badaniu Ukladu Nerwowe-
go: Od Kanaléw Jonowych po Sieci Neuronowe”
Konferencja zostala zorganizowana przez Zaklad
Fizjologii Czlowieka Wydzialu Farmaceutycznego,
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w dniach
61 7 czerwca 2008 roku. Jej celem byla integracja
srodowiska neurofizjologéw, dziatajacych w obsza-
rze nauk podstawowych biologicznych i w neurofi-
zjologii kliniczne;j.

Konferencja byla VI z kolei spotkaniem neuro-
fizjologdw. Pierwsze zostalo zorganizowane przez
nasza nieodzalowang kolezanke Marysie Bijak
- wybitnego polskiego fizjologa i farmakologa, kie-
rownika Zakladu Fizjologii Instytutu Farmakologii
PAN w Krakowie w 2001 roku.

Wyklad inauguracyjny wyglosit podczas tego-
rocznej konferencji Profesor Hubert Kwiecinski.
Zostal on w calosci poswiecony kanatopatiom, czyli
genetycznie uwarunkowanym dysfunkcjom kana-
téw jonowych. Patologia ta coraz czesciej jest dia-
gnozowana przez lekarzy.

Konferencja zostala podzielona na 5 sesji.

Pierwsza, zatytulowana ,Kanaly jonowe bton
biologicznych’, zostala poswigcona analizie funkcji
kanaléw jonowych przy pomocy réznych metod neu-
rofizjologicznych, ze szczegélnym uwzglednieniem
nowej metody polegajacej na rejestracji kanalow jo-
nowych z bton wyizolowanych mitochondriéw.

Sesja druga, zatytutowana ,,Badania funkc;ji re-
ceptorow metodami elektrofizjologicznymi’, zostata
poswiecona metodom elektrofizjologicznym stuza-
cym analizie funkcji receptoréw jonotropowych,
metabotropowych i funkcji kanaléw jonowych zlo-
kalizowanych w btonach receptoréw czuciowych.

Referaty wygloszone w czasie sesji ,,Elektrofizjo-
logia ukladu ruchowego” dotyczyty elektrofizjologii
bton komoérkowych migsni poprzecznie prazkowa-
nych oraz elektrofizjologicznej diagnostyki funk-
cji miegsni poprzecznie prazkowanych i ukladu
ruchowego.

Sesja zatytulowana ,Elektrofizjologia rytmow
biologicznych” zostala poswigcona w calosci me-
chanizmom powstawania rytmoéw biologicznych
i udzialowi w ich powstawaniu neurotransmite-
réw. Uwypuklona zostala rola synaps elektrycznych
w synchronizacji aktywnosci neuronéw osrodko-
wego uktadu nerwowego.

Ostatnia sesja - ,Elektrofizjologia wyzszych
czynnosci nerwowych” — dotyczyta kluczowych za-
gadnien wspolczesnych badan osrodkowego uktadu
nerwowego, byta wiec probg odpowiedzi na pytanie,
jakie jest podloze funkcjonalne zachowania — pod-
stawowej funkcji osrodkowego uktadu nerwowego.

Konferencja mogta si¢ odby¢ dzigki wspar-
ciu finansowemu udzielonemu przez Warszawski
Uniwersytet Medyczny, Wydzial Farmaceutyczny
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, fir-
me Precoptic Co. - mikroskopy Nikon oraz firme
Hamamatsu.

prof. dr hab. Pawel Szulczyk
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Sesja I: Kanatly jonowe blon biologicznych (

Rekonstytucje mitochondrialnych kanaléw
jonowych do sztucznych blon lipidowych

Reconstitution of mitochondrial ion channels
to planar lipid bilayers

Izabela Koszela-Piotrowska', Krzysztof Dotowy’, Wiestawa Jarmuszkiewicz’, Adam Szewczyk'
! Pracownia Wewngtrzkomoérkowych Kanatéow Jonowych, Instytut Biologii Doswiadczalnej

im. M. Nenckiego, Warszawa

? Pracownia Bioenergetyki, Uniwersytet Adama Mickiewicza, Pozna#n
? Katedra Biofizyki, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego SGGW, Warszawa

Streszczenie

Kanaly jonowe selektywne dla jonéw potaso-
wych i chlorkowych obecne s3 w wewnetrznej bto-
nie mitochondrialnej. Do ich funkcji mozna zali-
czy¢: utrzymanie homeostazy jonowej, reagowanie
na zmiany objetosci wnetrza mitochondriow, two-
rzenie gradientu pH pomiedzy macierza mitochon-
drialng a cytoplazma komorki oraz wptywanie na
ilos¢ produkowanych reaktywnych form tlenu. Przy
uzyciu techniki czarnych bton lipidowych mierzyli-
$my aktywnosci pojedynczych kanaléw potasowych
i chlorkowych pochodzacych z wewnetrznej blony
mitochondrialnej migsni szkieletowych szczura,
z ziemniaka Solanum tuberosum i z eukariotycznego
mikroorganizmu Acanthamoeba castellanii. Stwier-
dzilismy obecnos¢ jednego kanatu chlorkowego
i dwdch roznych kanaléw potasowych we wszyst-
kich typach badanych mitochondriéw.

Stowa kluczowe: mitochondria, mitochondrialne ka-
naty jonowe, technika sztucznych bton lipidowych

Abstract

Chloride and potassium selective ion channels are
present in the inner mitochondrial membrane. Potas-
sium uptake upon mitochondrial energization may
partly compensate the electric charge transfer produ-
ced by proton pumping and thus enable the forma-
tion of a pH gradient along with the transmembrane
electric potential. Chloride channels may be involved
in several crucial processes such as regulation of mi-
tochondrial volume or membrane potential. Single
channel activity was measured after reconstitution of
the inner mitochondrial membranes from rat skeletal
muscle, the eukaryotic microorganism Acanthamoeba
castellanii, and the potato Solanum tuberosum into
a planar lipid bilayer. Two potassium channels types
and one chloride channel were observed in all three
types of investigated mitochondria.

Key Words: mitochondria, mitochondrial ion chan-
nels, planar lipid bilayers technique

Wstep

Mitochondria to dobrze poznane organelle, kto-
re wystepuja we wszystkich komdrkach roslinnych
i zwierzecych. Macierz mitochondrialng, stano-
wiaca wnetrze mitochondrium, otaczajg dwie blo-
ny - wewnetrzna i zewnetrzna. Energia uwalniana
w mitochondriach w wyniku utleniania substratéw
tancucha oddechowego moze by¢ utrzymywana
w formie elektrochemicznego gradientu protondw,
ktéry wykorzystywany jest do syntezy ATP (przez
F F syntaze ATP).

Wewnetrzna blona mitochondrialna jest barie-
ra zabezpieczajaca przez swobodnym przeptywem
jonéw. Znajduja sie w niej bialka transportuja-
ce dla anionéw, odpowiedzialne za przenoszenie
substratow metabolicznych pomiedzy macierza
i cytozolem [1, 2]. Obecne sg tam rowniez biatka
transportujace jedno- i dwuwartosciowe kationy,
np.: kanaly jonowe, ktére regulujg istotne funkcje
fizjologiczne komorki i samego mitochondrium
[3, 4]. Glownymi kanalami jonowymi wystepu-
jacymi w wewnetrznej blonie mitochondrialnej,
opisanymi w literaturze s3: kanal potasowy regu-
lowany przez ATP (mitoK, ) [5], kanal potasowy
aktywowany jonami wapniowymi (mitoBK ) [6],
kanat Kv1.3 [7], kanal magnezowy Mrs2p [8], ka-
nat anionowy mtCLIC [9], kanal anionowy IMAC
(ang. mitochondrial inner membrane anion channel)
[10], biatko rozprzegajace UCP (ang. uncoupling
protein) [11] oraz uniporter wapniowy mCU (ang.
mitochondrial calcium uniporter) [12]. Funkgcje, ja-
kie mogg pelni¢ kanaly jonowe, to: utrzymanie ho-
meostazy jonowej, reagowanie na zmiany objetosci
wnetrza mitochondriéw, tworzenie gradientu pH
pomiedzy macierzg mitochondrialng a cytoplazma
komorki oraz wplywanie na ilo§¢ produkowanych
reaktywnych form tlenu [13].
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Materialy i metody

Jednym ze sposobéw pomiaru przeptywu jondw
przez blony biologiczne jest technika sztucznej
dwuwarstwy lipidowej, zwana tez technika czar-
nych blon lipidowych (z ang. black lipid membrane,
BLM) opisana po raz pierwszy w latach 60-tych XX
wieku przez Muellera i wspolpracownikow [14, 15].
Technika ta pozwala okresli¢ wlasciwosci elektrofi-
zjologiczne i farmakologiczne pojedynczych bia-
tek btonowych [16]. Miejscem eksperymentu jest
sztuczna dwuwarstwa lipidowa. Tworzy si¢ ja po-
przez nalozenie roztworu lipidow (rozpuszczonych
w niepolarnym rozpuszczalniku, np.: n-dekanie)
na niewielki otwdr o $rednicy 250 pm, znajdujacy
sie pomiedzy dwoma naczynkami zawierajacymi
roztwory wodne. Lipidy, ulegajac samoorganizacji,
tworza blone. Schemat ponizej przedstawia waz-
niejsze elementy ukladu stosowanego do pomia-
réw aktywnosci kanatéw jonowych (Rycina 1).

Do badan kanalow technikg czarnych bton
lipidowych konieczne jest oczyszczenie frakcji
blonowej lub uzyskanie czystego, funkcjonalne-
go biatka kanalowego. Warunkiem powodzenia
tego typu eksperymentéw jest przede wszystkim
duza czystos¢ otrzymywanych frakcji subkomor-
kowych oraz znalezienie warunkéw wydajnej
rekonstytucji badanego biatka do czarnych bton
lipidowych [16].

Wyniki

Pochodzace z réznych tkanek mitochondria
roznig sie wielkoscig oraz ksztaltem. Dowiedziono
jednak, ze zaréwno w mitochondriach zwierze-
cych, jak i u roslin wyzszych oraz w mikroorgani-
zmach, takich jak A. castellanii wewnetrzna blona
mitochondrialna moze zawiera¢ podobny zestaw
kanatow jonowych [17, 18]. Eksperymenty z uzy-
ciem techniki sztucznych bton lipidowych pozwo-
lity nam poréwna¢ wlasciwosci kanatéw chlor-
kowych i potasowych obecnych w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej wybranych organizmdw.
Obserwowali$my rézne aktywnosci kanatu chlor-
kowego, dla ktorego amplituda ptynacego pradu
przy 30 mV w gradiencie roztworéw 50/450 mM
KCI (cis/trans) wahata si¢ od 2,83 pA (dla kana-
téw z mitochondriéw miesni szkieletowych) do
5,6 pA oraz 5,8 pA (odpowiednio: dla kanaléw
z mitochondriéw ameby A. castellanii i ziemniaka
Solanum tuberosum) (Rycina 2). SprawdzaliSmy
réwniez wplyw niespecyficznego inhibitora ka-
naléw chlorkowych — DIDS (kwasu diizotiocyja-
nosulfonowego) na aktywno$¢ badanych kanatow.
Jak wiadomo pochodne stilbenu, takie jak DIDS,

moga zmienia¢ aktywno$¢ kanaltow i przenosni-
kéw dla anionéw. Zwigzki te posiadajg przynajm-
niej jedna grupe izotiocyjanowa, dzieki ktorej
moga oddzialywa¢ z grupami aminowymi reszt
lizynowych na przeno$niku lub kanale aniono-
wym [19]. Stwierdzilismy, Ze odpowiedzi kanatow
chlorkowych na dzialanie DIDS nie byly jedna-
kowe. Tylko w przypadku kanaléw anionowych
z mitochondriéw z ameby A. castellanii DIDS nie
wplywal na aktywno$¢ kanalowa. W mitochon-
driach z mieéni szkieletowych i mitochondriach
z ziemniaka Solanum tuberosum DIDS (w steze-
niu odpowiednio: 1 mM i 200 uM) hamowat ak-
tywnos¢ kanaléw chlorkowych [18]. Oprocz ka-
naléw anionowych w badanych mitochondriach
obserwowalismy réwniez aktywnosci potasowe,
najczesciej o dwoch réznych amplitudach (Rycina
3). Wartos$ci amplitud zostaly zebrane w Tabeli 1.
W przypadku kanatu o duzej amplitudzie ptyna-
cego pradu z mitochondriéw ameby A. castellanii
udalo nam si¢ okresli¢ jego profil farmakologicz-
ny i zakwalifikowa¢ go jako biatko wykazujace po-
dobne wtasciwosci do kanatu potasowego regulo-
wanego przez ATP [17].

W ciagu ostatnich lat poziom wiedzy na temat
elektrofizjologicznych wlasciwosdci kanatéw jo-
nowych z wewnetrznej blony mitochondrialnej
znacznie si¢ podniosl. I chociaz udalo si¢ zbada¢
wiele ich cech biofizycznych i farmakologicznych,
to z pewnoscig dalsze poszukiwania i charakte-
ryzowanie kanaléw jonowych stanowig duze wy-
Zwanie.

Podziekowania
Opisane prace byly finansowane przez Polska

Sie¢ Mitochondrialng MitoNet.pl oraz projekty ba-
dawcze - Grant N 301 053 311676.
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Rycina 1. Technika sztucznych blon lipidowych
— schemat ukladu pomiarowego. Naczynko z elek-
trodami (1), wzmacniacz (2), konwerter analogo-
wo-cyfrowy (3), komputer z programem do zbie-
rania danych pomiarowych i ich analizy (4), klatka
Faradaya (5), sto61 antywibracyjny (6).
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[B]

[C]

100 ms

= stan zamkniety

—|5pA

Rycina 2. Charakterystyka pradowo-napigciowa
pojedynczych kanaltéw chlorkowych pochodza-
cych z wewnetrznej blony mitochondrialnej mie$ni
szkieletowych [A], ziemniaka Solanum tuberosum
[B] i ameby Acanthamoeba castellanii [C], wbudo-
wanych do sztucznej dwuwarstwy lipidowej. Zapis
wykonano przy +30 mV. Warunki eksperymentalne:
50/450 mM KCI (cis/trans), 20 mM Tris, pH 7,2.

200 ms

| 5pa

= slan zamknigly

Rycina 3. Charakterystyka pradowo-napieciowa
pojedynczych kanatéw potasowych pochodzacych
z wewnetrznej blony mitochondrialnej mie$ni

szkieletowych [1], ziemniaka Solanum tuberosum
[2] i ameby Acanthamoeba castellanii [3] wbudowa-
nych do sztucznej dwuwarstwy lipidowej. A. kana-
ly potasowe o malej i B. kanaly potasowe o duzej
amplitudzie ptynacego pradu. Zapis wykonano przy
0 mV. Warunki eksperymentalne: 50/450 mM KCl
(cis/trans), 20 mM Tris, pH 7,2.

Miesien
Badane .16;51en Solanum | Acanthamoeba
. szkieletowy ..
organizmy tuberosum castellanii
szczura
Kanaly potasowe
o malej 4-7pA 3-5pA 4-5pA
amplitudzie
Kanaly potasowe
o duzej 13-29pA | 11-18pA 13-19 pA
amplitudzie

Tabela 1. Poréwnanie wartosci amplitud pradu pty-
nacego przez kanaly potasowe z wewnetrznej blo-
ny mitochondrialnej migséni szkieletowych szczu-
ra, Solanum tuberosum i Acanthamoeba castellanii.
Warunki eksperymentalne: 50/450 mM KCl (cis/
trans), 20 mM Tris, pH 7,2. Zapisy wykonano przy
potencjale 0 mV.
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Streszczenie

Wiele typow kanaléw jonowych jest obecnych
w blonach mitochondriéow serca. W ciagu ostat-
nich dziesigciu lat wzroslo zainteresowanie ich
biochemicznymi i farmakologicznymi wiasciwo-
$ciami. Dowiedziono, ze mitochondrialny kanat
potasowy regulowany przez ATP - mitoK, , i mi-
tochondrialny kanal potasowy o duzym przewod-

nictwie regulowany jonami Ca’* - mitoBK ,, biorg

udzial w kardioprotekcji, lecz nie poznano jeszcze
mechanizmu tego zjawiska. Wykazano, ze wzrost
poziomu ekspresji mitochondrialnych kanatow
chlorkowych prowadzi do apoptozy.

Metoda patch-clamp zidentyfikowano kanat
anionowy w wewnetrznej blonie mitochondrialnej
z serca szczura i krowy. Przewodno$¢ tego kana-
tu z serca krowy wynosi 107 pS, a z serca szczura
120 pS w symetrycznym roztworze 150/150 mM
KCl. Zbadano wplyw aktywatoréw i inhibitoréw
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kanaléw anionowych (DIDS, SITS, DCEBIO) na
nasz kanal.

Stowa kluczowe: mitochondria, kanal anionowy,
patch-clamp, serce

Abstract

Various types of ion channels are present in
membranes of cardiac mitochondria. During the
last ten years, these ion channels became the ob-
ject of many studies focused on their biochemical
and pharmacological characterization. It was pro-
ven that mitochondrial ATP-regulated potassium
channel (mitoK, ) and mitochondrial Ca**-acti-
vated large conductance potassium channel (mi-
toBK ) are involved in cardioprotection, but the
mechanism contributing to this process is still un-
clear. It was also shown that increases in the level
of chloride channel expression leads to apoptosis.

By means of the patch-clamp technique, which
allows the monitoring of a single ion channel’s ac-
tivity, we have found an anion channel in the in-
ner mitochondrial membrane from rat and bovine
heart. In symmetrical 150/150 mM KCl solutions,
the anion channel had a mean conductance of 107
pS from bovine and 120 pS from rat heart. The ef-
fects of different channel inhibitors and activators
(DIDS, SITS, and DCEBIO) on anion channel ac-
tivity were also studied.

Key Words: mitochondria, anion channel, patch-
clamp, heart

Wstep

Mitochondria sg organellami komoérkowymi,
ktérych gléwnym zadaniem jest produkcja ATP.
Biora rowniez udzial w procesach metabolicznych
utleniania i redukcji, oddychaniu komoérkowym,
procesie apoptozy, wytwarzaniu ciepla, magazy-
nowaniu wapnia. Uczestniczg tez w procesach
przekazywania sygnaléw w komdrce. Wszystkie te
procesy wymagaja przeplywu jonéw przez blone,
ktdry jest mozliwy dzigki kanalom jonowym. Za-
obserwowano udzial mitochondrialnych kanatéw
jonowych w procesach $mierci komorkowej.

Kanaly jonowe obecne s3 zardwno w zewnetrz-
nej, jak i wewnetrznej blonie mitochondriéw. Po-
twierdzono istnienie w zewnetrznej blonie mi-
tochondriéw kanalu anionowego zaleznego od
napiecia (ang. Voltage Dependent Anion Channel,
VDAC), zapewniajacego przeplyw jondw pomie-
dzy cytoplazma i mitochondrialng przestrzenia
miedzyblonows [1] oraz megakanatlu PTP (ang.

Permeability Transition Pore), ktorego bialka
obecne sg zarowno w zewnetrznej i wewnetrznej
blonie mitochondriéw. W wewnetrznej blonie
mitochondrialnej wykazano istnienie kanalow
anionowych - IMAC - (ang. Inner Membrane
Anion Channel) [2], uniporterow wapniowych,
potasowego kanatlu regulowanego napieciem
- mitoKv1.3 [3], potasowego kanalu o duzym
przewodnictwie regulowanego jonami Ca®*
- mitoBK _ [4], potasowego kanatu regulowane-
go przez ATP - mitoK,  [5]. Aktywnos¢ pota-
sowych kanatéw mitochondrialnych mitoBK_
i mitoK,_  jest zwigzana z ochrong tkanek przed
skutkami niedotlenienia, jednak mechanizm cy-
toprotekcji nie jest jeszcze poznany [6]. Z kolei
hamowanie aktywnosci kanaléw chlorkowych
zapobiega apoptotycznej §mierci komorki w zja-
wisku reperfuzji [7].

Materialy i metody

Do badania wlasnosci elektrofizjologicznych
kanaléw jonowych wykorzystuje si¢ metode patch-
clamp. W metodzie patch-clamp pomiary wyko-
nuje sie za pomocg dwoch elektrod. Jedna z nich
umieszczona jest w szklanej pipecie wypelnionej
roztworem i przyssanej do wewnetrznej btony mi-
tochondrialnej. Druga elektroda umieszczona jest
w roztworze zewnetrznym. Po uzyskaniu potacze-
nia gigaomowego miedzy pipeta i btong mozna ba-
da¢ aktywno$¢ pojedynczych kanaléw jonowych.

Do naszych badan uzywaliSmy mitochon-
driéow z miesnia sercowego szczura lub krowy.
Mitochondria umieszczano w hipotonicznym
roztworze. Na skutek naptywu wody mitochon-
dria pecznialy, a ich zewnetrzna blona ulegata
rozerwaniu. Otrzymane w ten sposéb mitoplasty
umieszczano w roztworze izotonicznym (150 mM
KCl i 200 uM CaCl,). Do pomiaru pragdéw jono-
wych wykorzystane byly elektrody chlorosrebrne
wypelnione tym samym roztworem. Po przyssa-
niu swobodnie dryfujacego mitoplastu do pipety
i utworzeniu polaczenia gigaomowego dokony-
wano pomiaréw.

Wyniki

Zaréwno w tkance z serca szczura, jak i serca
krowy zaobserwowali$my istnienie kanatu chlor-
kowego (Rycina 1). Przewodnictwo kanalu
chlorkowego z serca krowy wynosi 107,4 pS,
a z serca szczura 120,8 pS w symetrycznym roz-
tworze 150/150 mM KCI (Rycina 2). Zbada-
no wplyw pochodnych stilbenu - DIDS, SITS
znanych blokeréw kanaléw chlorkowych [7].
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Wykazano zablokowanie badanych kanalow,
podobnie jak analogicznych kanaléw badanych
technika BLM - czarnych bton lipidowych [8].
Badali$my tez efekt pochodnej benzimidazolu
— DCEBIO, ktéra zwieksza aktywnos¢ blonowego
kanatu chlorkowego CFTR (Cystic Fibrosis Trans-
membrane Conductance Regulator) [9]. W kilku
przypadkach zaobserwowano wzrost aktywnosci
badanego kanatu po podaniu DCEBIO.

Podziekowania

Praca byta finansowana przez Polska Sie¢ Mito-
chondrialng.
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Rycina 1. Przykladowe rejestracje aktywnosci
kanalu anionowego w roztworze symetrycznym
150/150 mM KCl przy 40 mV i -40 mV. A. Aktyw-
no$¢ kanatu chlorkowego obserwowana w mito-
chondriach izolowanych z serca szczura. B. Aktyw-
no$¢ kanatu chlorkowego obserwowana w mito-
chondriach izolowanych z serca krowy. ,,-” oznacza
stan zamkniety kanatu jonowego.
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Rycina 2. Krzywe pradowo-napieciowe dla ka-
nalu chlorkowego w roztworze symetrycznym
150/150 mM KCl. A. W mitochondriach serca
szczura. B. W mitochondriach serca krowy.
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Streszczenie

Kanaly potasowe regulowane przez ATP oraz ak-
tywowane jonami Ca?* (kanaly o duzym przewod-
nictwie) biora udzial w ochronie neuronéw przed
$miercig wywolang np. niedotlenieniem i reperfuzja.
W pracy wykorzystano technike patch-clamp do po-
miaru aktywnosci kanaléw jonowych obecnych w we-
wnetrznej blonie mitochondrialnej. Mitoplasty otrzy-
mywano z mitochondriéw izolowanych z hipokampa
chomika mongolskiego. W 70% wszystkich obserwacji
mierzony byl prad potasowy kanatu o przewodnictwie
109+6 pS w ukladzie symetrycznych stezen 150 mM
KCl. Otrzymane wyniki wskazuja, Ze jest to kanat po-
tasowy regulowany napieciem (kanal Kv). Wykazano,
ze kompleks ATP/Mg** ijony Ca’* nie maja wptywu na
zmiany aktywnos$ci obserwowanego kanatu. Aktyw-
nos¢ tego kanatu byla blokowana przez napigcie oraz
margatoksyne (MgTx), specyficzny inhibitor kanalu
Kv1.3 wystepujacego w blonie plazmatycznej. Hamo-
wanie przez MgTx bylo nieodwracalne. Przedstawio-
ne wyniki $wiadcza o obecnosci w wewnetrznej blo-
nie mitochondrialnej izolowanej z hipokampa mézgu
chomika mongolskiego nowego kanalu potasowego
regulowanego przez napiecie (kanatu mitoKv), ktéry
moze pelni¢ wazng funkcje w prawidlowym funkcjo-
nowaniu komorek nerwowych oraz w poischemicznej
neurodegeneracji lub neuroprotekji.

Stowa kluczowe: kanal potasowy, mitochondria,
patch-clamp

Abstract

Transient cerebral ischemia is known to induce
adaptive mechanisms to prevent or delay neuronal
injury such as the activation of mitochondrial ATP-
regulated potassium channels or Ca**-regulated lar-
ge conductance potassium channels. In this study,
a single channel activity was measured with patch-
clamp method from gerbil hippocampus mitoplasts.
In 70% of all patches, a potassium selective current
was recorded with a mean conductance 10946 pS in
a symmetrical 150 mM KCI solution. Single channel

patch-clamp studies showed the properties of the
voltage-gated potassium channel (Kv channel). We
showed that an ATP/Mg** complex and Ca** ions had
no effect on the observed activity of the ion channel.
The observed channel was blocked by negative voltage
and margatoxin (MgTx), a specific Kv1.3 channel in-
hibitor. Furthermore, the inhibition by MgTx was ir-
reversible. We conclude that gerbil hippocampus mi-
tochondria contain voltage-gated potassium channels
(mitoKv) with properties similar to the surface mem-
brane Kv1.3 channel. These mitoKv may play a role in
controlling the function of mitochondria, as well as in
ischemia-reperfusion related phenomenon.

Key Words: potassium channel, mitochondria, patch-
clamp

Wstep

Mitochondria to wewnatrzkomorkowe organelle
wytwarzajace ATP w komdrce. Badania ostatnich lat
wskazujg, ze mitochondria uczestnicza réwniez w pro-
cesach przekazywania sygnatéw w komorce. Dodatko-
wo pelnia wazng funkcje w procesie apoptozy. Istnieja
doniesienia sugerujace, ze dysfunkcje mitochondriéw
sa przyczynalicznych proceséw neurodegeneracyjnych,
np. choroby Parkinsona czy tez choroby Alzheimera.
W blonie mitochondrialnej znajduje sie wiele kana-
féw jonowych przepuszczajacych selektywnie kationy
lub aniony (Rycina 1). Kanaly te utrzymuja homeosta-
z¢ jonowg w mitochondriach, odpowiedzialne s3 za
zmiany objetosci mitochondridw, a takze biorag udzial
w tworzeniu gradientu pH miedzy macierza mitochon-
drialng a cytoplazmg komorki. Badania z ostatnich lat
wskazujg, ze pelnig one istotng funkcje w indukowaniu
procesow zmniejszajacych uszkodzenie tkanek spo-
wodowane niedokrwieniem i reperfuzjg. Istnieje wie-
le hipotez wskazujacych na udzial mitochondrialnych
kanalow potasowych w cytoprotekeji [1].

Jednym z najlepiej scharakteryzowanych biatek ka-
natowych jest mitochondrialny kanal potasowy regu-
lowany przez ATP (kanal mitoK, ). Po raz pierwszy
zostal on opisany w wewnetrznej bfonie mitochon-
drialnej watroby szczura [2]. Kanaly o podobnych
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wlasciwosciach zostaly zidentyfikowane w mitochon-
driach: serca [3], mézgu [4], miesni szkieletowych
[5] oraz ludzkich limfocytéw T [6]. Mitochondrialne
kanaly s3 otwierane przez aktywatory kanaléw po-
tasowych, np. diazoksyd i hamowane przez kwas 5-
hydroksydekanowy (5-HD) oraz pochodne sulfono-
mocznika, np. glibenklamid (Rycina 1) [7]. Diazoksyd
(aktywator kanatu K, ) wykazuje okoto 1000 razy
wigksze powinowactwo do kanalu mitoK, , niz do
podobnego kanatu w blonie plazmatycznej komorek
migénia sercowego [8]. Inny aktywator kanaléw po-
tasowych BMS 191095 oddzialuje specyficznie z ka-
natem mitoK,  , a nie wykazuje powinowactwa do
kanatu K, , w blonie plazmatycznej [9]. Wykazano,
ze inhibitory kanatu mitoK, , takie jak glibenklamid
oraz 5-HD obnizaja ochronng role diazoksydu w zja-
wisku kardioprotekgji [10]. Stad tez poszukiwanie spe-
cyficznych aktywatoréw mitochondrialnego kanatu
K, , stalo sie waznym celem wielu grup badawczych.
Budowa kanatu mitoK, , nie zostata dotychczas
poznana, ale wydaje si¢, ze kanal ma strukture pod-
jednostkowy. Podobnie jak kanat z blony plazmatycz-
nej, mitochondrialny kanat K sktada sie z dwoch
podjednostek: Kir6.x (podjednostka tworzaca por
kanatu) i SUR (cze$¢ regulatorowa bedaca recepto-
rem dla pochodnych sulfonomocznikéw) [11].
Mitochondrialny kanal potasowy o duzym prze-
wodnictwie, aktywowany jonami wapniowymi (kanat
mitoBK ) zidentyfikowano po raz pierwszy w mito-
plastach oczyszczonych z komorek linii ludzkiego
glejaka. Prawdopodobienstwo otwarcia tego kanatu
wzrasta wraz ze wzrostem stezenia Ca** w cytosolu
oraz spadkiem potencjalu mitochondrialnego. Po-
dobnie jak w przypadku kanatéw BK . btony plazma-
tycznej, aktywnos¢ kanalu hamowana jest przez cha-
rybdotoksyne [12]. Rola kanatéw BK _, w mitochon-
driach nie jest znana, wykazano jednak ze wzrost
aktywnosci mitoBK ., chroni komérki migénia serco-
wego przed skutkami niedotlenienia. Budowa kanatu
mitoBK  wydaje si¢ podobna do kanatu BK_ bto-
ny plazmatycznej, o ktérym wiadomo, ze sklada sig
z czterech podjednostek a (tworzacych por kanalu)
oraz czterech podjednostek regulatorowych {3 [11].
Niedawno, stosujac technike patch-clamp odkryto
kanal Kv1.3 w wewnetrznej blonie mitochondrialnej
limfocytéw T [13]. Jest on selektywny dla jondw pota-
sowych, regulowany napieciem oraz wrazliwy na spe-
cyficzny inhibitor kanatéw Kv1.3 — margatoksyne [14].
Doswiadczenia z uzyciem specyficznych przeciwcial
anty-Kv1.3 potwierdzity obecnos¢ kanatu Kv1.3 w we-
wnetrznej blonie mitochondrialnej. Masg¢ czasteczko-
wa biatka kanalowego oszacowano na ok. 65 kDa [13].
Budowa oraz rola fizjologiczna mitochondrialnego
kanatu Kv1.3 sg ciggle stabo poznane. Ostatnio zaob-
serwowano terapeutyczny efekt hamowania aktywno-

$ci kanaléw Kv1.3 limfocytéw T w uktadzie doswiad-
czalnym imitujgcym stwardnienie rozsiane [15]. Do-
$wiadczenia z uzyciem genetycznie zmodyfikowanych
limfocytow T wskazujg na jego udzial w apoptozie
komorek [15]. Mitochondrialny kanal Kv1.3 jest trze-
cim kanatem, ktéremu przypisuje sie aktywny udziat
w transporcie jondw potasowych przez wewnetrzng
btone mitochondrialng oraz ochronny wplyw na ko-
morki poddane dzialaniu czynnikéw szkodliwych.

Materialy i metody

W przedstawionej pracy wykorzystano technike
elektrofizjologiczna, pozwalajaca na rejestracje pra-
dow jonowych ptynacych przez pojedyncze biatka
kanalowe — metodg patch-clamp w konfiguracji ode-
rwanej fatki (Rycina 2). Mitochondria byty otrzymy-
wane z hipokampa moézgu chomika mongolskiego
z wykorzystaniem wirowan réznicowych. Osad otrzy-
many w wyniku wirowania przez 12% Ficoll w bufo-
rze izotonicznym zawieral czyste i aktywne biologicz-
nie mitochondria. Nastepnie indukowano pecznienie
mitochondriéw (szok osmotyczny) tak, aby usunaé
zewnetrzng blone mitochondrialng, a jednoczesnie
wewnetrzna blona tworzyta pecherzyk, tzw. mitoplast.
Tak przygotowany pecherzyk poddany lekkiemu za-
ssaniu przez szklang kapilare tworzyl $ciste polaczenie
miedzy blong mitoplastu a kapilarg. Wszystkie przed-
stawione wyniki byly wykonane w systemie oderwa-
nej fatki (zfacze miato opornos¢ okoto 1,2 GQ).

Wyniki

W tym opracowaniu przedstawiono wybra-
ne wyniki aktywnosci kanatu jonowego obecnego
w wewnetrznej blonie mitochondrialnej hipokampa
chomika mongolskiego (nazwy potoczne: myszo-
skoczek, gerbil). Rycina 3 przedstawia zapis otwar¢
kanalu jonowego przy skokowej zmianie napiecia
od -60 mV do 60 mV w symetrycznym ukladzie
stezen. Otrzymane rejestracje $wiadcza o hamowa-
niu aktywnosci kanatu przy potencjale blonowym
mniejszym niz napieciach nizszych niz -25 mV.
Z analizy zaleznosci napigciowo-pradowej wynika,
ze przewodnictwo kanatu wynosi 10946 pS (n=4).
Dodatkowo, na podstawie charakterystyki pradowo-
napieciowej w ukladzie roéznicy stezen 50/150 mM
KCl, 20 mM Hepes, 100 mM CaCl,, pH 7,2 wyzna-
czono potencjal odwrocenia -24 mV, co swiadczy
o wysokiej specyficznosci kanatu dla jonéw potaso-
wych (wyniki nie zostaly przedstawione graficznie
w pracy). W takich warunkach teoretyczna warto$¢
potencjalu odwrocenia dla kanatu catkowicie specy-
ficznego dla kationdw wynosi -28,8 mV. W warun-
kach kontrolnych kanal jest aktywny, specyficzny
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dla kationéw oraz regulowany napieciem (Rycina 3).
W celu scharakteryzowania wykrytego kanalu pota-
sowego regulowanego napieciem przeprowadzono
badania wplywu kompleksu adenozynotrifosforanu
i jonéw magnezu (ATP/Mg?**) oraz wapnia. W obu
przypadkach nie obserwowano zmiany aktywnosci
kanatu mitoKv (wyniki nie zostaly przedstawione
graficznie w pracy). Przeprowadzone eksperymen-
ty wykluczyly mozliwo$¢ regulacji kanatu przez
ATP czy tez jony wapnia, co jest charakterystyczne
w przypadku kanaléw mitoK, , i mitoBK_, odpo-
wiednio. Na Rycinie 4 przedstawiono rejestracje
zmian przeplywu pradu jonowego w czasie przez
kanal w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu
10 nM MgTx. Nanomolowe stezenie MgTx blokuje
przeplyw jonéw przez kanal. Efekt ten nie jest od-
wracalny. Istnieja badania pokazujace, ze w blonie
plazmatycznej wystepuja kanaly o podobnej cha-
rakterystyce, ktdre s hamowane przez margatoksy-
ne (MgTx) - specyficzny inhibitor kanaléw potaso-
wych regulowanych napieciem (kanal Kv1.3) [14].
Ostatnio zaobserwowano réwniez efekt hamowania
przez MgTx aktywnosci kanatu Kv1.3 w mitochon-
driach limfocytéw T [13].

Wyniki przedstawione w pracy $wiadcza o obec-
nosci w wewnetrznej blonie mitochondrialnej hipo-
kampa chomika mongolskiego nowego kanatu po-
tasowego regulowanego przez napigcie (kanalu mi-
toKv). Mitochondrialne kanaty mitoKv sg biatkami,
ktérym przypisuje si¢ aktywny udzial w transporcie
jonéw potasowych przez wewnetrzng blone mito-
chondrialng, co moze mie¢ znaczenie w prawidlo-
wym funkcjonowaniu komdrek mézgu oraz uczest-
niczy¢ w ochronie komérek poddanych dzialaniu
czynnikow uszkadzajgcych.

Podziekowania

Praca jest finansowana przez projekt P-N/031/2006
oraz Polskg Sie¢ Mitochondrialng MitoNet.pl
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Rycina 1. Kanaly potasowe wewnetrznej btlo-
ny mitochondrialnej. Na rysunku skrétem IbTx
oznaczono iberiotoksyne, 5-HD - kwas 5-hydrok-
sydekanowy, MgTx - margatoksyne, mitoBK_
- mitochondrialny kanat potasowy o duzym prze-
wodnictwie aktywowany jonami wapniowymi, mi-
toK, ., — mitochondrialny kanat potasowy regulo-
wany przez ATP, mitoKv — mitochondrialny kanat
potasowy regulowany napigciem, Ay - potencjat
mitochondrialny.
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Rycina 2. Technika przygotowania mitoplastow
oraz pomiaru aktywnodci kanaléw jonowych
w wewnetrznej blonie mitochondrium.
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Rycina 3. Rejestracje zmian przeplywu pradu
jonowego w czasie przez kanal mitoKv przy po-
tencjatach od -60 mV do +60 mV w ukladzie sy-
metrycznych stezen 150/150 mM, 20 mM Hepes-
KOH, 100 uM CaCl,, pH = 7,2. ,,-” oznacza stan
zamkniety kanatu.
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Rycina 4. Wplyw margatoksyny (MgTx) na ak-
tywnos$¢ kanalu mitoKv. Rejestracje zmian prze-
plywu pradu jonowego przez kanal w czasie przy
potencjale 40 mV w ukfadzie symetrycznych ste-
zen 150/150 mM, 20 mM Hepes-KOH, 100 uM
CaCl, pH = 7,2 w warunkach kontrolnych, po
dodaniu 10 nM MgTx oraz po perfuzji buforem
pozbawionym margatoksyny (kontrola II). ,-"
oznacza stan zamkniety kanatu.
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Metoda rejestracji potencjalozaleznych pradow Na+
w konfiguracji ,,cell-attached” w skrawkach kory mozgowej

Sodium channel recordings in a cell-attached configuration from
cortical slices

Barttomiej Szulczyk, Pawet Szulczyk

Zaktad Fizjologii Cztowieka, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Streszczenie

Rejestrowano potencjalozalezne prady Na*t
wkonﬁguracj i,,cell-attached” (macropatches) zneu-
ronéw piramidowych w skrawkach kory mézgowe;j.
Neurony uwidaczniano w optyce DIC w $wietle
podczerwonym. Srednia amplituda pragdéw wyno-
sita 36,8+4,4 pA (n=28). Stale V . aktywacji oraz k
mialy wartos¢ odpowiednio 183+1,5 mV (n=8)
16,3+0,3 (n=8).Stala V _orazkinaktywacji wynosily
odpowiednio 57,213, 3 mV (n=5)i-6,5+1,4 (n=5).
Stala czasu reaktywacji miata warto$¢ 9,3+1,4 ms
(n=4). Po zakonczonej rejestracji w konfiguracji
cell-attached przebijano blone¢ komoérkows i mie-
rzono potencjal blonowy (-68,5+0,1 mV, n=36).
Przedstawiona metoda jest szczegdlnie przydatna
do badania przekazywania sygnalu od receptoréw
metabotropowych do kanaléw jonowych, poniewaz
w zastosowanym ukladzie dos§wiadczalnym wtdérne
przekazniki cytoplazmatyczne neuronu pozostaja
nienaruszone.

Stowa kluczowe: prgdy sodowe, cell-attached, skrawki
Abstract

Voltage-gated Na* channel currents were recor-
ded in a cell-attached configuration from pyrami-
dal neurons of the medial prefrontal cortex in sli-
ces. Neurons were visualized with IR-DIC optics.
Capacitance transients were eliminated by subtrac-
ting traces with steady-state inactivated Na' cur-
rents from traces which contained Na* currents.
The average Na' current amplitude was 36.8+4.4
pA (n=28).V . and k coefficients of activation were
-18.3+1.5mV (n 8) and 6.3 +0.3 (n=38), respective-
ly. Moreover, V. and k coefficients of inactivation
equaled -57.2+3.2 mV (n=5) and -6.5%1.4 (n=5),
respectively. The reactivation time constant was
9.3+1.4 ms (n=4). After completion of the Na* cur-
rent recordings in the cell-attached configuration,
the patch membrane was disrupted and the mem-
brane potential was measured in current clamp
mode (-68.5+0.1 mV, n=36). We conclude that the

described method may be used to elucidate signal
transduction pathways ranging from metabotropic
receptors to voltage-gated Na* channels.

Key Words: sodium currents, cell attached, slices
Wstep

Konfiguracja ,cell-attached” to wariant meto-
dy patch-clamp polegajacy na rejestracji pradéw
z fragmentu blony komorkowej nienaruszonego
neuronu. W zwigzku z tym metoda ta pozwala na
badanie mechanizméw przekazywania sygnatu we-
wnatrzkomorkowego za posrednictwem wtérnych
przekaznikéw cytoplazmatycznych od receptorow
metabotropowych do kanaléw jonowych. Konfigu-
racja ,,cell-attached” moze by¢ stosowana w celu re-
jestracji pragdow jonowych z neuronéw rozproszo-
nych i z neuronéw zlokalizowanych w skrawkach.
W wypadku badan na skrawkach mozliwe jest uzy-
skanie rejestracji pradéw jonowych z ciala komor-
kowego, aksonéw lub dendrytow [1, 2].

Prady jonowe Na' rejestrowano uprzednio
w konfiguracji ,,cell-attached” z neuronéw zloka-
lizowanych w skrawkach hipokampa [3, 4, 5] oraz
w skrawkach wzgoérza [2]. Celem niniejszej pracy
jest przedstawienie metody rejestracji pradow Nat
w konfiguracji ,cell-attached” w neuronach pirami-
dowych zlokalizowanych w skrawkach uzyskanych
z kory przedczolowe;.

Materialy i metody

Badania przeprowadzono na szczurach rasy Wi-
star, za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej. Po wy-
konaniu dekapitacji i usunieciu kosci czaszki wyj-
mowano mozgowie i umieszczano je w sztucznym
plynie zewnatrzkomérkowym nasyconym tlenem,
w temperaturze 0-4°C. Kore przedczotows cig¢to na
skrawki o grubosci 300 pM [6]. Skrawki inkubo-
wano w sztucznym plynie zewnatrzkomoérkowym
przez okres okolo 40 min w temperaturze 34°C,
a nastepnie w temperaturze pokojowej przez okres
1-8 godzin.
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Skrawki umieszczano na stoliku mikroskopu
Nikon Eclipse E600FN. Rejestracje prowadzono
z komoérek piramidowych kory przedczolowe;j zlo-
kalizowanych w warstwie V pola ,,prelimbic” i ,,in-
fralimbic”. Neurony identyfikowano w $wietle pod-
czerwonym przy udziale kamery na podczerwien
i DIC (differential interference contrast, powigksze-
nie 400x). Neurony wraz z ich aksonem, apikalnym
dendrytem i dendrytami bazalnymi byly dobrze
widoczne do kilkudziesieciu mikrometréw ponizej
goérnej powierzchni skrawka. Temperature komory
rejestracyjnej utrzymywano na stalym poziomie
okoto 32°C lub w temperaturze pokojowe;j.

Uzywano pipet wykonanych ze szkta borosilika-
towego (1,5/0,86 mm) o opornosci 7-12 MQ. Przy
pomocy mikromanipulatora zblizano pipete do wy-
branego neuronu. Po dotknigciu czubkiem pipety
do btony komoérkowej tworzono zlacze gigaomowe.
Nastepnie kompensowano cze¢sciowo prady pojem-
nosciowe przy pomocy ukltadéw wzmacniacza.

Sztuczne plyny

Sztuczny plyn zewnatrzkomoérkowy w pipecie
rejestrujacej zawieral (w mM): 130 NaCl, 5 KCl,
Hepes-Cl 10, CaCl, 2, MgCl, 2, 4-AP 5 oraz TEA-
Cl 30. Sztuczny plyn zewnatrzkomorkowy (na ze-
wnatrz pipety rejestrujacej) zawieral w mM: NaCl
130, KCl 2,5, CaCl 2, MgCl, 1, glukoza 10, NaHCO,
25,NaH PO, 1,25, pH 7,4. W celu wyzerowania po-
tencjalu blonowego mozna stosowaé plyn zewna-
trzkomorkowy zawierajacy wysoki poziom K+ (sta-
bilizacja potencjatu blonowego na poziomie okoto
0 mV). Plyn ten zawiera (w mM): NaCl 5, K-aspar-
tate 150, CaCl, 2, MgCl, 1, glukoza 10, Hepes-ClI 10,
pH 7,4. W celu wyeliminowania transmisji synap-
tycznej w skrawku mozna podac blokery kanalow
jonowych Ca** lub blokery transmisji glutaminer-
gicznej i GABAergiczne;.

Rejestrowano jednoczesnie aktywnos¢ kilkuna-
stu lub kilkudziesigciu kanaléw jonowych metoda
»cell attached” (macropatch). Na wszystkich ryci-
nach wartosci potencjalu oznaczajg potencjat przez
tatke,czyliréznicepomigdzypotencjatembltonowym
spoczynkowym a potencjalem w pipecie. Potencjat
spoczynkowy neuronu rejestrowany po zakoncze-
niu rejestracji pradéw jonowych Nat i przebiciu
blony komdrkowej wynosil -68,5+0,1 mV (n=36).
Potencjalozalezne prady jonowe Nat wywolywano
przez depolaryzacje btony komoérkowej fatki do -
10 mV trwajaca 7 ms (Rycina 1A). Nie jest mozliwe
catkowite wyeliminowanie pradu pojemnosciowe-
go pomimo pokrycia pipet Sylguardem i zastoso-
wania kompensacji pradéw pojemnos$ciowych przy
pomocy ukladéw wzmacniacza. W zwigzku z tym
kazdorazowo wykonywano rejestracje dwukrotnie.

Najpierw rejestrowano prady Nat z artefaktem pra-
du pojemnosciowego przy zastosowaniu prepulsu
o wartosci -95 mV trwajacego 500 ms (Rycina 1Ba).
Nastepnie w celu wyeliminowania potencjatozalez-
nych pradéw Na't depolaryzacje wywolujacg prad
Nat poprzedzano depolaryzacjg do -10 mV trwa-
jaca 500 ms. Zastosowanie 500 milisekundowe;j
depolaryzacji powodowalo calkowitg inaktywacje
pradéw Nat> pozostawiajgc niezmieniony artefakt
- prad pojemnosciowy (Rycina 1Bb). Miedzy depo-
laryzacja wstepna i depolaryzacja wywolujaca pra-
dy Nat stosowaliémy 3 milisekundowy odstep cza-
sowy w celu zmniejszenia artefaktu wynikajacego
z szybkiej zmiany potencjalu blonowego. Nastep-
nie prady Nat izolowano, odejmujgc od rejestracji
przedstawionej na Rycinie 1Ba rejestracj¢ przedsta-
wiong na Rycinie 1Bb. Wyizolowane prady Nat sg
przedstawione na Rycinie 1Ba-b. Taka izolacja pra-
du Nat pozwala na ,,skonstruowanie” krzywej ak-
tywacji oraz reaktywacji i inaktywacji pragdow Nat
(patrz nizej).

Srednia amplituda pradéw jonowych Nat wy-
nosita 36,8+4,4 pA (n=28). Maksymalna szybko$¢
aktywacji wynosita 75,6+15,9 pA/ms (n=28), nato-
miast stala inaktywacji zaleznej od czasu miata war-
to$¢ 0,7£0,1 ms (n=28). Na Rycinie 2A przedstawio-
no protokoét zmian potencjatu blonowego fatki, wy-
wolujgcy prady Nat w celu analizy aktywacji tych
pradéw. Prostokatne impulsy depolaryzujace blone
komorkowa trwaly 7 ms i byty zmieniane skokowo
co 10 mV od -70 mV do +20 mV. Bodzce depolary-
zujace poprzedzono polaryzacja btony komdrkowej
o wartosci -90 mV trwajaca 500 ms. W celu wyizo-
lowania artefaktu bodzce depolaryzujace poprze-
dzano polaryzacjg btony komdrkowej do poziomu
-10 mV. W tych warunkach prad jonowy Nat byl
catkowicie zinaktywowany. Nastepnie odejmowano
od siebie rejestracje otrzymane w wyniku powyz-
szych protokoléw, co pozwalalo na wyizolowanie
pradu jonowego Nat bez artefaktu pradu pojemno-
sciowego (Rycina 2B). Typowa krzywa napieciowo-
pradowg przedstawiono na Rycinie 2C. Znormali-
zowang krzywa aktywacji pradéw Nat pokazano
na Rycinie 2D. Stale V| aktywaql oraz k wynosity
odpowiednio -18,3+1, 5 (n 8)16,3+0,3 (n=8).

Nastepujace argumenty przemawialy za tym, ze
prawidlowo izolowano prad jonowy Nat. Po pierwsze
do ptynu zawartego w pipecie dodawano 4-AP i TEA,
co powodowalo zablokowanie potencjalozaleznych
pradow K+ Prad Ca** nie mégl by¢ rejestrowany, po-
niewaz przy koncentracji jonéw Ca™t w pipecie wy-
noszacej 2 mM amplituda tego pradu byla niezauwa-
zalna. Po drugie do$wiadczalnie wyznaczony poten-
cjal odwrdcenia pradéw Nat wynosit okoto -54 mV
(Rycina 2C, linia przedluzajaca wykres) i zgadzat sie
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z wyliczeniem teoretycznym wykonanym w oparciu
o réwnanie Nernsta. Ponadto wlasciwosci kinetyczne
badanych pradéw Nat s zblizone do opisanych przez
innych autoréw [2]. Podanie lidokainy (1000 pM),
przechodzacego przez blone¢ blokera kanaléw jono-
wych Na*, zmniejszato amplitude pradéw Nat do
okoto 60% warto$ci maksymalnej.

Na Rycinie 3A pokazano protokol rejestracyj-
ny stosowany do badania inaktywacji zaleznej od
potencjalu pradéw Nat. Impuls testowy trwajacy
7 ms o wartosci -5 mV poprzedzono depolaryzacja-
mi wstepnymi o wartosciach od -90 mV do 10 mV
i trwajacymi 500 ms (zmiany potencjatu co 10 mV).
Depolaryzacja wstepna o wartosci -10 mV powo-
dowala calkowitg inaktywacje pragdu Na™ i zareje-
strowanie wyizolowanego artefaktu bodzca. Ar-
tefakt ten odejmowano od rejestracji uzyskanych
przy uzyciu pozostatych prepulséw i otrzymywano
inaktywujacy sie prad sodowy (Rycina 3B). Znor-
malizowang krzywg inaktywacji przedstawiono na
Rycinie 3C. Stale V . oraz k inaktywacji wynosza
odpowiednio -57, 2+3 2 mV (n=5)i-6.5+1.4 (n=5).

Na Rycinie 4A pokazano protokdl rejestracyjny
stuzacy do badania reaktywacji pradéow Nat. Stoso-
wano depolaryzacje wstepna i testowa do poziomu
-5 mV. Odstep pomiedzy depolaryzacjami zmienia-
no w postepie geometrycznym od 0,5 ms do 640 ms.
Depolaryzacja wstepna inaktywowala prad jonowy
Nat. Stosujac depolaryzacje testowa rejestrowano
prad Nat, ktorego amplituda narastala w miare wy-
diuzania si¢ odstepu pomiedzy impulsem wstepnym
i testowym. Przy najkrétszym odstepie rejestrowano
wylacznie artefakt bodzca, poniewaz prad Na't byt
calkowicie zinaktywowany. Artefakt ten odejmowano
od rejestracji otrzymanych przy dtuzszych odstepach
i uzyskiwano reaktywujacy si¢ prad Nat (Rycina 4B).
Znormalizowang krzywg reaktywacji ilustruje Rycina
4C. Stala czasu reaktywacji wynosi 9,3+1,4 ms (n=4).

Waznym problemem zwigzanym z rejestracjami
metoda ,.cell attached” jest brak kontroli wartosci
potencjalu blonowego, co ma istotne znaczenie dla
oceny dzialania potencjatozaleznych kanaléw jono-
wych. Stosujemy rézne metody majace na celu oce-
ne i kontrole potencjalu blonowego. Po pierwsze
na koncu kazdej rejestracji przebijamy btone¢ ko-
morkowy i dokonujemy bezposredniego pomiaru
potencjalu blonowego przy zastosowaniu metody
»current clamp”. Wada tej metody polega na bra-
ku mozliwosci oceny zmian potencjatu blonowego
w czasie dlugotrwalej rejestracji pradow, np. przed,
w czasie i po podawaniu zwigzkéw biologicznie
czynnych. Czeéciowo ten problem eliminujemy
dzigki obnizeniu potencjalu fatki o 25 mV ponizej
potencjalu blonowego (tj. do okoto -95 mV). W tej
sytuacji niewielkie zmiany potencjalu blonowego

w kierunku depolaryzacji sg ponizej progu inakty-
wacji kanatow jonowych Nat i nie majg znaczenia
dla oceny wtasciwosci kinetycznych tych kanalow
(np. podanie dopaminy, aktywatora receptora me-
tabotropowego, depolaryzuje blon¢ komodrkowsa
o okolo 1-2 mV). W celu catkowitej kontroli po-
tencjatu tatki mozna podnie$¢ poziom jondéw K+
w plynie zewnatrzkomérkowym w takim stopniu,
aby potencjal blfonowy wynosit 0 mV. W tej sytuacji
potencjal blonowy latki moze by¢ $cisle kontrolo-
wany [7]. Wada tej metody jest jednak mniejsza sta-
bilno$¢ rejestracji i krotszy czas ich trwania, co jest
spowodowane gorszg jako$cig skrawkow.

Podsumowanie

Rejestrowano potencjatozalezne prady jonowe
Nat z neuronéw piramidowych zlokalizowanych
w skrawkach kory przedczotowej metodg ,cell-at-
tched” przez kilkanascie do kilkudziesigciu minut.
W tej konfiguracji wtérne przekazniki cytoplazma-
tyczne neuronu s3 zachowane, poniewaz cytopla-
zma pozostaje nienaruszona (nie dochodzi do prze-
bicia blony komoérkowej). W zwigzku z tym metoda
ta pozwala na badanie procesow przekazywania
sygnatu od receptoréw metabotropowych do kana-
téw jonowych, poniewaz wtérne przekazniki neu-
ronu pozostaja nienaruszone. Wystepuja roznice
pomiedzy wlasciwosciami prgdéw Na™ rejestrowa-
nych w konfiguracji ,whole cell” [6] i ,,cell attached”
(przedstawiona praca).

Podziekowania

Praca sfinansowana z budzetu projektu
No KBN/0575/Pp05/2005/28 i AM FW5/N/2007.
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Rycina 1. Metoda rejestracji pradow jonowych
Nat w konfiguracji “cell attached” z neuronéw
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piramidowych kory przedczolowej zlokalizo-
wanych w skrawkach. A. Protoké! zmian po-
tencjalu blonowego zastosowany w celu izolacji
pradow jonowych Nat. Ba. Prady jonowe reje-
strowane z tatki w odpowiedzi na impuls depo-
laryzujacy blon¢ komoérkows (widoczne prady
jonowe Na™ i pragdy pojemnos$ciowe). Bb. Pra-
dy pojemnosciowe rejestrowane w odpowiedzi
na 7 ms depolaryzacje blony komérkowej. Pra-
dy Na* zostaly zinaktywowane dzieki zastoso-
waniu 500 milisekundowej depolaryzacji
wstepnej do -10 mV. Pozostal widoczny arte-
takt zwigzany z wystgpowaniem pradu pojem-
no$ciowego. Ba-b. Wyizolowany prad jonowy
Nat uzyskany na skutek odjecia rejestracji Bb
od rejestracji Ba. Konwencja przedstawiania
pradow jonowych - prad dokomoérkowy jest
skierowany ,,do gory”.

A C

7 ms

+ 20 mV

-90mv

; K
10 my o 5D

100 pA

3 ms 70 40 0 myv o0

Rycina 2. Aktywacja pradéw Nat. A. Zmiany
potencjalu blonowego latki zastosowane w celu
zbadania zalezno$ci napieciowo-pradowej pra-
déw jonowych Nat w neuronach piramidowych
kory przedczolowej. Potencjal blonowy spo-
czynkowy zmierzono juz po wykonaniu reje-
stracji aktywno$ci kanaléw jonowych po prze-
biciu blony komoérkowej. B. Oryginalne zapisy
pradéw jonowych Nat wywolane przez depola-
ryzacje blony komoérkowej o réznej amplitudzie.
Amplituda depolaryzacji blony komoérkowe;j tat-
ki jest wskazana po prawej stronie zapisow. C.
Zaleznos$¢ napieciowo-pragdowa pradéw jono-
wych Nat. D. Krzywa aktywacji pradéw jono-
wych Nat.

A B

-60 mV

-50mV

-40mV

T +
0 =30 mV -10
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i

Rycina 3. Inaktywacja zalezna od potencjalu blo-
nowego. A. Protoké! rejestracyjny uzywany do ba-
dania inaktywacji pradéw Nat. B. Rejestracje inak-
tywacji prgdéow Na*t. C. Znormalizowana krzywa
inaktywacji.
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Rycina 4. Reaktywacja pradow sodowych. A. Pro-
tokot rejestracyjny uzywany do badania reaktywacji
pradéw Na't. B. Rejestracje reaktywacji. Cyfry po
lewej stronie zapisow pradéw oznaczaja odstepy
pomiedzy impulsami wstepnym a testowym.
C. Znormalizowana krzywa reaktywacji (skala lo-
garytmiczna).
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Inhibicja aktywnosci kanaléow potasowych typu Kvl.3
przez wybrane modulatory opornosci wielolekowe;j

Inhibition of the activity of Kv1.3 type potassium channels by
selected multidrug resistance modulators

Andrzej Teisseyre, Krystyna Michalak

Katedra i Zaklad Biofizyki, Akademia Medyczna we Wroclawiu

Streszczenie

Przy uzyciu techniki elektrofizjologicznej patch-
clamp w konfiguracji ,whole-cell” badano wptyw
wybranych inhibitoréw transporteréw wieloleko-
wych (P-glikoproteiny, P-gp oraz multidrug resi-
stance-associated protein, MRP1) na aktywno$c¢
napieciowo-zaleznych kanaléw potasowych typu
Kv1.3. Uzyto nastepujacych modulatoréw aktyw-
nosci P-gp: pochodne fenotiazyny - trifluoperazyna
(TFP) i tioridazyna (TDZ) oraz lek przeciwnowo-
tworowy tamoksyfen (TMX), jak réwniez zwigzkow
pochodzenia roélinnego: genisteina, sylibina oraz
rezweratrol, zidentyfikowanych we wcze$niejszych
badaniach jako inhibitory MRP1. Badania wykona-
no na ukladzie modelowym, jakim byty kanaly typu
Kv1.3 wystepujace endogennie w ludzkich limfocy-
tach T. Stwierdzono, ze wszystkie badane zwigzki
poza sylibing s3 inhibitorami kanatéw potasowych
typu Kvl1.3. Efekt inhibicji, obserwowany przy ste-
zeniach rzedu 1-100 pM, byl odwracalny i zalezny
od stezenia zwigzku oraz od czasu aplikacji. Efekt
ten byl w kazdym przypadku zwigzany ze specy-
ficznym oddzialywaniem z bialkiem kanalowym.
Zaobserwowano rowniez istotne réznice pomiedzy
efektami wywieranymi przez TFP, TDZ oraz TMX
a efektami aplikacji genisteiny oraz rezweratrolu.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze niektére modulato-
ry opornosci wielolekowej s3 jednoczesnie inhibi-

torami kanaléw typu Kv1.3. Inhibicja kanatow typu
Kv1.3 moze wigzac si¢ z antyproliferacyjnym dzia-
taniem tych substancji, co, w polaczeniu z modu-
lacja opornosci wielolekowej, moze mie¢ znaczenie
dla ich potencjalnego wykorzystania w chemiotera-
pii nowotworéw. Badania nad wptywem kolejnych
modulatorow opornosci wielolekowej na aktywno$¢
kanalow typu Kv1.3 sa kontynuowane.

Stowa kluczowe: kanaly potasowe, opornos¢ wielo-
lekowa, patch-clamp, fentotiazyny, genisteina, rezwe-
ratrol

Abstract

Using the whole-cell patch-clamp technique, the
influence of inhibitors of multidrug transporters,
P-glycoprotein (P-gp) and MRP1 on the activity of
Kv1.3 voltage-gated potassium channels was inve-
stigated. The chosen compounds were P-gp modu-
lators such as phenothiazine derivatives, including
trifluoperazine (TFP), thioridazine (TDZ), and the
anticancer drug tamoxifen (TMX). Also tested were
several natural compounds extracted from plants
such as genistein, sylibin, and resveratrol, identi-
fied during previous investigations as inhibitors
of MRPI. The experiments were performed using
a cell-culture model system with Kv1.3 channels
expressed endogenously in human T lymphocytes.
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The results demonstrated that all the compounds,
except for sylibin, were effective inhibitors of Kv1.3
channels. Inhibitory effects were observed at con-
centrations of 1-100 pM and were reversible, con-
centration- and time-dependent. In all the cases,
inhibitory effects were due to specific interactions
of the substances with the channel protein. Signifi-
cant differences were observed between the inhibi-
tory effects of TFP, TDZ, and TMX with the effects
exerted by genistein and resveratrol. Altogether,
these results indicate that some multidrug resistan-
ce modulators are also Kv1.3 channel inhibitors.
Inhibition of Kv1.3 channels may be related to the
antiproliferative action of these compounds, which
in combination with their multidrug resistan-
ce modulation, may provide further therapeutic
potential for their application in cancer chemothe-
rapy. We are continuing investigations on the influ-
ence of other multidrug resistance modulators on
Kv1.3 channel activity.

Key Words: potassium channel, multidrug resistance,
patch-clamp, phenothiazine, genistein, resveratrol

Wstep

Jak wykazaly badania, aktywno$¢ kanaléw po-
tasowych réznych typow jest konieczna dla pro-
cesu proliferacji komorek, zaréwno zdrowych,
jak i nowotworowych [1-3]. Wykazano, ze zablo-
kowanie kanatéw potasowych powoduje réwniez
zahamowanie procesu proliferacji komorek w roz-
nej fazie tego procesu [1-3]. Wiadomo tez, ze eks-
presja kanalow potasowych jest odmienna w wielu
typach komorek nowotworowych w stosunku do
odpowiadajacych im komdrek zdrowych [4]. Moz-
liwe jest zatem selektywne zablokowanie kanatow
potasowych w komoérkach nowotworowych z uzy-
ciem specyficznych blokeréw tych kanaléw, bez
jednoczesnego blokowania kanaléw potasowych
w komoérkach zdrowych. Moze to prowadzi¢ do
selektywnego zahamowania proliferacji komorek
nowotworowych bez réwnoczesnego hamowania
proliferacji komorek zdrowych [4]. Kanaly pota-
sowe wystepujace w komdrkach nowotworowych
s3 zatem potencjalnie waznym celem dziatania
zwigzkéw antynowotworowych, ktorych dziatanie
moze prowadzi¢ do skutecznej terapii bez wyste-
powania niepozadanych efektéw ubocznych [4].
Wazne jest rowniez to, ze wigkszos¢ blokerdw ka-
naléw potasowych oddzialuje na kanaly od stro-
ny zewnatrzkomorkowej. Nie ma zatem potrzeby
transportowania tych substancji do wnetrza atako-
wanych komorek. Nie istnieje réwniez niebezpie-
czenstwo, ze substancje te, po wprowadzeniu do

wnetrza komorek, zostang z nich usuniete przez
biatka odpowiedzialne za tzw. opornos¢ wielole-
kowg, ktdrej istnienie jest jedng z gtéwnych przy-
czyn niepowodzen chemoterapii [4].

Jednym z typéw kanaléw potasowych, ktore-
go aktywnos$¢ moze regulowac proces proliferacji
komdrek nowotworowych, s3 napieciowo-zalezne
kanaly potasowe Kvl1.3, nalezgce do rodziny Sha-
ker. Kanaly te, odkryte w 1984 roku w limfocytach
T, wystepuja w wielu typach komoérek, zaréwno
zdrowych [5], jak i nowotworowych [6-10]. Kanaly
typu Kv1.3 aktywuja sie wraz z depolaryzacja blony
komorki. Ich cechg charakterystyczng jest szybka
aktywacja, ktorej kinetyka silnie rosnie ze wzrostem
wartosci potencjalu btonowego, oraz stosunkowo
powolna inaktywacja tzw. typu C, ktdra stabo zalezy
od potencjatu btonowego [11]. Charakterystyczna
cechg kanatow Kv1.3 jest rowniez tzw. skumulowa-
na inaktywacja, ktora nie wystepuje w przypadku
innych kanatéw z rodziny Shaker [12]. Polega ona
na postepujacym spadku natezenia pradu ptyna-
cego przez kanaly w trakcie aplikacji serii krotko-
trwalych impulséw depolaryzujacych stosowanych
w krotkich odstepach czasu jeden po drugim [12].
Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, ze kanaty
typu Kvl.3 cechuje stosunkowo powolna deakty-
wacja (zamykanie sie) przy warto$ciach potencjatu
blonowego zblizonych do wartosci potencjalu spo-
czynkowego. Prawdopodobnie ten fakt jest przy-
czyna stabilizujacego wptywu aktywnosci kanalow
Kv1l.3 na czestotliwo$¢ generowania potencjalow
czynnosciowych w neuronach hipokampa, w kto-
rych ekspresjonowane byly rekombinowane kanaty
typu Kv1.3 [13].

Wykazano, ze ekspresja kanatow typu Kvl.3 jest
zmieniona w komorkach raka prostaty, okrezni-
cy oraz piersi [8-10]. Badania kanatéw typu Kv1.3
wystepujacych w limfocytach T wykazaly, ze zablo-
kowanie tych kanaléw prowadzi do zahamowania
proliferacji we wczesnej fazie tego procesu [11,
14]. Wiadomo tez, ze kanaty typu Kv1.3 sg bloko-
wane przez wiele zwigzkéw o bardzo zréznicowa-
nej strukturze chemicznej - od kationéw metali
cigzkich, poprzez proste zwiazki organiczne, az po
oligopeptydy wyizolowane z jadu skorpionéw [11].
Kanaly typu Kv1.3 s3 wiec potencjalnie waznym
celem dzialania zwiazkéw antynowotworowych,
zaré6wno wystepujacych naturalnie, jak i otrzyma-
nych w wyniku syntezy.

Niniejszy referat zawiera zestawione wyniki
naszych badan nad inhibicja aktywnosci kanalow
typu Kv1.3 przez wybrane zwiazki majace zdolno$¢
hamowania transporteréw opornosci wielolekowe;j.
Potencjalna mozliwos¢ wykorzystania tych zwigz-
kéw wigzaé sie moze zaréwno z ich zdolnoscig do
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modulacji opornosci wielolekowej, co uwrazliwia
komorki nowotworowe na dzialanie lekow, jak
réwniez z inhibicja kanatéw Kv1.3, co hamuje pro-
liferacje tych komoérek. Do zwigzkéw tych naleza:
pochodne fenotiazyny: trifluoperazyna (TFP) i tio-
ridazyna (TDZ) [15], lek antynowotworowy stoso-
wany w leczeniu raka piersi — tamoksyfen (TMX)
wykazujacy tez hamujacy wptyw na P-gp [15], jak
réwniez wystepujace naturalnie zwiazki, takie jak:
izoflawon - genisteina [16], flawonolignan - sylibi-
na [17] oraz hydroksystilben - rezweratrol [18]. Do
tej pory brak bylo danych o wptywie tych substan-
cji na aktywnos¢ kanatéw typu Kvl.3. Ze wzgledu
na to, ze kanaly typu Kv1.3 wystepuja endogennie
w duzej liczbie w limfocytach T (LT) izolowanych
z krwi obwodowej, komorki te stosowane byly
w naszych badaniach jako uktad modelowy. Bada-
nia prowadzono z zastosowaniem techniki patch-
clamp w konfiguracji ,whole-cell” [19] w Pracow-
ni Bioelektrycznosci Katedry Biofizyki AM we
Wroctawiu.

Wyniki i dyskusja

Wyniki badan zestawione zostaly w Tabeli 1. Jak
wida¢, wszystkie badane zwiazki z wyjatkiem syli-
biny, podawane od strony zewnatrzkomorkowej,
sg efektywnymi inhibitorami aktywnosci kanatéw
potasowych typu Kv1.3. Efekt inhibicji obserwowa-
ny byt przy stezeniach rzedu 1-200 uM i byt zalez-
ny od stezenia zwigzku, jak réwniez od czasu jego
aplikacji [15, 16, 18]. Najdokladniejsza zalezno$c¢
pomiedzy stezeniem substancji a efektem inhibicji
kanaléw Kv1.3 otrzymano w przypadku rezwera-
trolu - jest to jedyna substancja, dla ktorej udato si¢
obliczy¢ dokfadnie wartos¢ IC_ (réwna 40,9 uM)
oraz warto$¢ wspotczynnika Hilla réwna 1,05 [18].
Pozwala to przypuszczaé, ze inhibicja kanatow
Kv1.3 przez rezweratrol zachodzita w stechiometrii
1:1 [18]. Efekt inhibicji byl w kazdym przypadku
odwracalny [15, 16, 18]. Wykazano, ze efekt inhi-
bicji kanalow Kv1.3 przez badane zwigzki byt zwia-
zany ze specyficznym oddzialywaniem z bialkiem
kanatlowym: w przypadku TFP, TDZ oraz TMX nie
byt wynikiem inhibicji biatka kalmoduliny [15],
w przypadku genisteiny nie byl wynikiem inhibicji
kinazy tyrozynowej [16], za§ w przypadku rezwe-
ratrolu nie wynikal z aktywacji kinazy bialkowej
typu C [18]. Zaobserwowano takze istotne roz-
nice pomiedzy efektami wywieranymi przez TFP,
TDZ oraz TMX a efektami aplikacji genisteiny oraz
rezweratrolu. W przypadku TFP, TDZ oraz TMX
efekt inhibicji wigzal si¢ z istotnym zwigkszeniem
szybkosci inaktywacji rejestrowanych pradow,
natomiast szybkos¢ ich aktywacji pozostawata bez

zmian [15]. Natomiast w przypadku genisteiny oraz
rezweratrolu obserwowano znaczne zmniejszenie
szybkosci aktywacji rejestrowanych pradéw, za to
szybko$¢ ich inaktywacji nie ulegata istotnej zmia-
nie [16, 18]. Inhibicja kanaléw Kv1.3 przez TFP byla
prawie calkowita przy stezeniu réwnym 100 uM (dla
TDZ oraz TMX brak danych), natomiast w przy-
padku aplikacji genisteiny oraz rezweratrolu nie
uzyskano catkowitej blokady kanaléw [15, 16, 18].
Ponadto efekt inhibicji w przypadku TFP, TDZ oraz
TMX byl wyraznie zalezny od wartodci potencja-
tu blonowego i znacznie wiekszy przy +60 mV niz
przy -20 mV [15]. Zaleznosci stopnia inhibicji od
potencjalu blonowego nie obserwowano natomiast
w przypadku genisteiny ani rezweratrolu [16, 18].
Interesujace jest rowniez to, ze aplikacja TFP, pomi-
mo zwigkszenia szybkosci inaktywacji rejestrowa-
nych pradéw, nie zmieniala napieciowej zaleznosci
ich inaktywacji [15]. Natomiast w przypadku geni-
steiny oraz rezweratrolu nie obserwowano zmiany
napieciowej zaleznosci aktywacji rejestrowanych
pradéw, pomimo znacznego zmniejszenia jej szyb-
kosci [16, 18]. Pozwala to przypuszcza¢, ze aplika-
cja TFP, genisteiny oraz rezweratrolu nie wptywa-
fa na sam mechanizm inaktywacji badz aktywacji
badanych kanaléw, lecz jedynie na szybkos¢ tych
procesow.

Podobienstwo efektow inhibicji aktywnosci
badanych kanaléw przez genisteine i rezweratrol
pozwalalo sadzi¢, ze by¢ moze obydwie substan-
cje oddzialuja na te same miejsca wigzace kana-
téw potasowych lub dzialaja w oparciu o ten sam
mechanizm. Gdyby powyzsze przypuszczenie bylo
prawdziwe, efekt inhibicji kanaléw Kv1.3 przez
rezweratrol bytby znacznie zmniejszony w obecno-
$ci genisteiny. Badania z jednoczesna aplikacjg geni-
steiny i rezweratrolu (kazda z substancji podawana
byta w stezeniu 50 uM) wykazaly jednak, ze efekty
inhibicji kanatéw Kv1.3 przez obydwie substancje
byly addytywne [18]. Przemawia to za tym, ze oby-
dwie substancje wptywaja na aktywnos¢ kanaléw
Kv1.3 poprzez rézne miejsca wigzace i w oparciu
o odmienne mechanizmy.

Badania wykazaly, ze inhibicja kanaléw Kvl.3
przez genisteing zachodzi w tym samym zakresie
stezen, co efekt modulacji opornosci wieloleko-
wej przez te¢ substancje [20]. Wiadomo réwniez,
ze aplikacja genisteiny w stezeniach, przy ktérych
zachodzi inhibicja kanaléw typu Kvl.3, prowadzi
do inhibicji proliferacji komérek nowotworowych
linii HT-29 raka okreznicy [16]. Poniewaz badania
wykazaly, ze w komdrkach raka okreznicy wystepu-
je nadekspresja kanalow typu Kvl.3, jest mozliwe,
ze inhibicja proliferacji tych komdrek przez geniste-
ine wigze si¢ z inhibicjg kanaléw typu Kv1.3 [16].

Medycyna Dydaktyka Wychowanie, Vol. XL, Suplement 1/2008 21



Kanaty jonowe blon biologicznych

Jest réwniez mozliwe, ze inhibicja kanaléw Kv1.3
przez rezweratrol ma miejsce podczas aplikacji
rezweratrolu in vivo i jest zwigzana z antynowotwo-
rowym dzialaniem tej substancji [18].

Badania wykazaly, ze sylibina uzyta w st¢zeniu
30 uM nie jest inhibitorem aktywnosci kanaléw
Kv1.3 [17]. Z drugiej strony wiadomo, ze substan-
cja ta jest efektywnym modulatorem opornosci
wielolekowej zwigzanej z nadekspresja transporte-
ra wielolekowego MRP1 przy znacznie mniejszych
stezeniach [20]. Pozwala to sadzi¢, ze zdolnos$¢ do
inhibicji aktywnosci kanatéw Kv1.3 nie jest wiasci-
woscia wszystkich modulatoréw opornosci wielole-
kowej. Potwierdzaja to wyniki najnowszych badan,
ktére pokazaly, ze rowniez inne zwigzki bedace
inhibitorami opornosci wielolekowej nie sg inhibi-
torami kanalow Kv1.3 [Teisseyre i Michalak, wyniki
niepublikowane]. Tym samym zdolno$¢ inhibicji
kanalow Kv1.3 wykazuja tylko niektére modulatory
opornosci wielolekowe;j.

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan
pozwalaja wysuna¢ przypuszczenie, ze zdolnosé
niektérych modulatoréw opornosci wielolekowej
do inhibicji kanaléw typu Kv1.3 wynika z ich spe-
cyficznego oddzialywania z badanymi kanatami.
W opornych komdrkach nowotworowych, w kto-
rychmoga wystepowac zaréwno kanaty typuKvl.3,
jak i transportery wielolekowe, badane substancje
moga oddzialywac¢ z obydwoma rodzajami biatek
btonowych. Dla pelnego wyjasnienia mechanizmu
tych oddzialywan konieczne s3 dalsze badania.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze TFP, genisteina
oraz rezweratrol uzyte w stezeniach mikromolar-

nych sg efektywnymi modulatorami (inhibitora-
mi lub aktywatorami) wielu innych typéw kana-
téw jonowych, wiacznie z napieciowo-zaleznymi
kanalami potasowymi innych typéw niz Kv1.3
[15, 16, 18]. Tym samym, zablokowanie prolifera-
cji komoérek nowotworowych przez te substancje
moze by¢ zjawiskiem kompleksowym i wigza¢ sig
z inhibicja nie tylko kanatow typu Kv1.3, lecz réw-
niez innych typéw kanaléw potasowych uczestni-
czacych w tym procesie.

Obecnie prowadzone s3 w Pracowni Bioelek-
trycznosci Katedry Biofizyki AM we Wroclawiu
dalsze badania nad inhibicjg kanaléw Kv1.3 przez
modulatory opornosci wielolekowej. Do badan
wykorzystywane sg zaréwno zwigzki naturalne
pochodzenia roslinnego, jak réwniez zwigzki otrzy-
mane w wyniku syntezy. Celem tych badan jest
stwierdzenie: 1) ktore testowane zwigzki sg efek-
tywnymi inhibitorami kanatéw Kv1.3; 2) czy istnie-
je korelacja pomigdzy strukturg testowanych zwigz-
kow a ich zdolnoscig do inhibicji kanatéw Kv1.3;
3) jakie mechanizmy moga by¢ odpowiedzialne za
inhibicj¢ kanalow; 4) czy efekty inhibicji kanalow
Kv1.3 wywierane przez poszczegdlne inhibitory sa
addytywne; 5) czy inhibicja kanatéw Kv1.3 zacho-
dzi przy podobnych stezeniach, co efekt modulacji
opornosci wielolekowe;j.

Podzigkowania
Autorzy pragna zlozy¢ serdeczne podzigkowa-

nia dr Andrzejowi Pota z Katedry Biofizyki AM we
Wroctawiu za owocng pomoc w pobieraniu krwi do

Tabela 1. Charakterystyka efektéw inhibicji aktywnosci kanatéw Kv1.3 przez wybrane substancje bedace

modulatorami opornosci wielolekowe;j.

L Nazwa zwigzku %:r?;?é(?ga Wielko$¢ inhibicji przy | Dodatkowe efekty towarzyszace inhibicji kanalow
P (zwyczajowa) [uM] % | maksymalnym stezeniu Kv1.3 i inne spostrzezenia
Trifluoperazyna >95% przy stezeniu 100 Istotne przyspieszenie maktywaq.l. V\,h(?lkosc
L. (TEP) 10-20 M efektu inhibicji zalezy od czasu i roénie ze
H wzrostem potencjatu blonowego
Tioridazyna Ca. 74% przy stezeniu Istotne przylsPu?t“.zem(.e maktywac].l. V\(fle.lkosc
2. Brak danych efektu inhibicji zalezy od czasu i roénie ze
(TDZ) 20 uM .
wzrostem potencjatu blonowego
Tamoksyfen Ca. 40% przy stezeniu Istotn.e przyspieszenie inaktywacji. Wlelk(?sc
3. Brak danych efektu inhibicji ro$nie ze wzrostem potencjatu
(TMX) 20 uM
blonowego
- Istotne spowolnienie aktywacji skorelowane
0,
4. Genisteina 10-40 Ca.77 bggrzyMstqzemu w czasie z efektem inhibicji. Wielko$¢ efektu
" inhibicji zalezy od czasu.
5. Sylibina — — Brak inhibicji przy stezeniu 30 uM.
- Istotne spowolnienie aktywacji skorelowane
0,
6. Rezweratrol 40.9 Ca. 82% przy stezeniu w czasie z efektem inhibicji. Wielko$¢ efektu
200 uM S
inhibigji zalezy od czasu.
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izolowania limfocytéow T. Badania naukowe, kto-
rych wyniki prezentowane s3 w niniejszym refera-
cie, finansowane byly przez Komitet Badan Nauko-
wych w ramach Grantéw Uczelnianych nr 562, 453
oraz z funduszy przeznaczonych na dzialalnos¢ sta-
tutowa Katedry Biofizyki AM we Wroctawiu. Obec-
nie prowadzone badania sg finansowane z funduszy
Grantu nr N 301 2549 33.
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Wilasciwosci potencjalozaleznych pradow jonowych
K* w naczyniozwezajacych pozazwojowych neuronach
wspOlczulnych, unerwiajacych naczynia krwionosne
skory i miesni

Kinetic properties of potassium currents in postganglionic
sympathetic vasoconstrictors innervating blood vessels of the skin
and muscle

Rola Rafal, Witkowski Grzegorz, Pawet Szulczyk

Zaktad Fizjologii Cztowieka, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Streszczenie

Zbadano wlasciwosci kinetyczne potencjato-
zaleznych pradéw jonowych K* w anatomicznie
zidentyfikowanych neuronach wspdtczulnych po-
zazwojowych unerwiajacych naczynia krwionosne
skoéry i miesni. Neurony wspdltczulne unerwiajace
naczynia krwionosne miesni byly wigksze w poréw-
naniu z neuronami unerwiajacymi naczynia krwio-
no$ne skory. W obu typach neuronéw na podsta-
wie wlasciwosci inaktywacji zaleznej od potencjatu
mozna bylo wyizolowa¢ trzy komponenty pradéw
jonowych K*. W neuronach unerwiajacych naczy-
nia krwiono$ne mie$ni gesto$¢ pradéw jonowych
K* typu I, , I,, oraz I byla znaczaco wyzsza w po-
réwnaniu z neuronami wspdtczulnymi unerwiaja-
cymi naczynia skory. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
réznice w aktywnosci dwoch badanych grup neuro-
néw pozazwojowych mogg by¢ spowodowane réz-
nymi wlasciwosciami pradéw jonowych K*.

Stowa kluczowe: potencjatozalezne kanaty jonowe
K*, pozazwojowe neurony wspétczulne, Fast Blue,
IK, IA, neurony naczyniozwezajgce

Abstract

The kinetic properties of voltage-gated potassi-
um currents were investigated in two anatomically
defined types of postganglionic autonomic vaso-
constrictors which innervate blood vessels of the
skin and muscle. There were significant differences
in cell size as expressed in the cell membrane ca-
pacitance between skin and muscle postganglionic
vasoconstrictors. In both types of neurons, three
components of the potassium current can be distin-
guished according to the properties of the steady-
state current inactivation. There were significant
differences in the current densities in all three com-

ponents of the K* currents (IA1, IA2, and IK) be-
tween skin and muscle vasoconstrictors. Presented
data show that the different kinetic properties of K*
currents in the two types of postganglionic vaso-
constrictors may contribute to different patterns of
action potential generation.

Key Words: voltage gated K* ion channels, postgan-
glionic autonomic neurons, Fast-Blue, IK, IA, vaso-
constrictors

Wstep

tozyska naczyniowe migéniowe i skérne pelnig
odrebng funkcje w utrzymaniu homeostazy organi-
zmu. Lozysko naczyniowe miesniowe odpowiedzial-
ne jest m.in. za utrzymanie i regulacj¢ systemowe-
go ci$nienia krwi, podczas gdy fozysko naczyniowe
skérne odpowiedzialne jest przede wszystkim za
wymiane ciepla z otoczeniem [1]. Ta odmiennos¢
funkcji znajduje odzwierciedlenie w réznych wzor-
cach odpowiedzi odruchowych neuronéw uner-
wiajacych naczynia krwionosne skéry i migsni. Np.:
w odruchu z baroreceptoréw tetniczych aktywnosé
neurondw naczyniozwezajacych skornych nieznacz-
nie si¢ zmniejsza, podczas gdy aktywnos$¢ neuronow
naczyniozwezajacych miesniowych jest zahamowa-
na catkowicie. Z kolei w odruchu z receptoréw bo-
lowych skory i chemoreceptoréw kiebkéw szyjnych
neurony naczyniozwezajace skorne sa hamowane,
podczas gdy neurony naczyniozwezajace migsnio-
we sg pobudzane [2, 3, 4]. Aktywno$¢ neuronéw
wspotczulnych pozazwojowych zalezy nie tylko od
ich kontroli odruchowej, ale réwniez od wiasciwosci
kanaléw jonowych wystepujacych w ich btonach ko-
morkowych. Potencjalozalezne kanaly jonowe K* sa
odpowiedzialne, miedzy innymi, za faze repolaryza-
cji i faze hyperpolaryzacji popobudzeniowej poten-
cjalu czynnosciowego. W zwigzku z tym od wtasci-
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wosci statycznych i kinetycznych pradéw jonowych
K* wzorzec aktywnosci neuronéw. Dotychczas wy-
kazali$my, Ze wlasciwosci potencjatozaleznych kana-
téw jonowych Na* [5] i Ca** [5] s3 odmienne w neu-
ronach skoérnych i migsniowych. Celem niniejszej
pracy bylo zbadanie, czy neurony wspoélczulne po-
zazwojowe unerwiajgce miesniowke gtadka naczyn
krwiono$nych miegéni i skory wykazujg réznice we
wiasciwosciach pradéw jonowych K.

Materialy i metody

Material doswiadczalny, znieczulenie

Badania przeprowadzono na samcach szczu-
réw szczepu Wistar o wadze 150-200 gram zgodnie
z wytycznymi dotyczacymi wykonywania doswiad-
czen na zwierzgtach UE. U wszystkich zwierzat
przeprowadzano dwa zabiegi operacyjne — pierw-
szy, majacy na celu podanie znacznika fluorescen-
cyjnego i drugi w celu izolacji zwojow nerwowych,
w ktorych wystepowaly neurony zawierajace znacz-
nik. W celu podania znacznika fluorescencyjnego
zwierzeta usypiano przy uzyciu chlorku etylu, na-
stepnie podawano dootrzewnowo ketaming (Keta-
nyst, 75 mg/kg, Richter) i midazolam (Dormicum
0,5 mg/kg, Roche). Po 30 minutach od podania
znacznika zwierzeta budzily sie i wykazywaly ty-
powa aktywnos¢ bez oznak dyskomfortu. Po oko-
o 3 tygodniach od podania znacznika zwierzeta
byly ponownie usypiane przy uzyciu chlorku etylu
i podaniu dootrzewnowo uretanu (Urethane 1 g/kg
m.c., Sigma-Aldrich Chemie USA) w celu izolacji
neuron6éw. Po uzyskaniu znieczulenia ogdlnego
zwierzeta byly intubowane dotchawiczo pod kon-
trola mikroskopu operacyjnego i sztuczne wenty-
lowane przy uzyciu respiratora (Harvard Rodent
Ventilator model 683).

Znakowanie neuronow

W celu identyfikacji neuronéw wspétczulnych
unerwiajacych migénie gladkie naczyn krwiono-
$nych skory znacznik fluorescencyjny Fast Blue po-
dawany byl do skdéry wolnego ptatka lewego ucha
szczura. W tkanke podskoérng ucha szczura poda-
wany byl znacznik fluorescencyjny w ilosci 20 ul
2% roztworu. Znacznik podawano pod kontrolg
mikroskopu operacyjnego w kilka miejsc (5-10)
w okolicy naczyn krwionosnych, tak aby nie uszko-
dzi¢ naczyn krwiono$nych i nie poda¢ znacznika do
naczynia krwionos$nego. Po podaniu znacznika flu-
orescencyjnego do lewego ucha komarki zawierajg-
ce znacznik wystgpowaty w lewym zwoju szyjnym
gornym i byty nieobecne w prawym zwoju szyjnym
gérnym. Schemat unerwienia wspolczulnego na-
czyn skory i mie$ni przedstawiono na Rycinie 1.

W celu identyfikacji neuronéw wspoétczulnych
unerwiajagcych miesnie gladkie naczyn krwiono-
$nych mie$nia zwacza, znacznik fluorescencyjny Fast
Blue podawany byt strzykawka typu Hamiltona do
miesnia zwacza w ilodci 20 pl 2% roztworu w znie-
czuleniu og6lnym. Dostep do miesnia uzyskiwano po
przecigciu skory pod kontrola mikroskopu operacyj-
nego. W trakcie podawania znacznika nie obserwo-
wano wyplywu znacznika poza obreb migsnia zwa-
cza. Po podaniu znacznika skora byta zaszywana.

Izolacja i rozpraszanie neuronow

Lewy zwdj szyjny gorny szczura byl wypreparo-
wywany po 20.6%2.5 dniach po podaniu znaczni-
ka fluorescencyjnego do migsénia zwacza lub ucha
szczura. Wypreparowany, oczyszczony z tkankifacz-
nej i pociety zwdj szyjny gérny przenoszono do 1 ml
plynu DMEM (Dulbecco Modified Eagle's Medium)
nastepnie umieszczano w fazni wodnej o tempera-
turze 36°C umieszczonej na wstrzasarce pracujacej
z czestotliwoscig 2,5 Hz. Do plynu ze zwojem do-
dawane byly enzymy wg nastepujacego protokotu:
kolagenaza typ IA (2 mg/ml) przez caly okres in-
kubacji (75 min), trypsyna typ III (1 mg/ml) przez
ostatnie 55 min inkubacji i DNA-aza (0,1 mg/ml)
przez ostatnie 20 min inkubacji. Po zakonczonej in-
kubacji ptyn znad zwoju byt trzykrotnie wymienia-
ny na $wiezy ptyn DMEM. Nastepnie, przy uzyciu
pipet Pasteura (o $rednicy czubka 900 pm, 300 pm
i 100 um) pipetowano okoto 10-15 razy plyn wraz
ze zwojem kazdg z pipet az do uzyskania jednorod-
nej zawiesiny pojedynczych neuronéw. Zawieszone
w plynie DMEM komorki przechowywano w lo-
dowce w temp 2-4°C az do czasu przeprowadzenia
rejestracji pragdow jonowych (od 0 do 6 godzin).

Identyfikacja naczyniozwezajacych pozazawojo-
wych neuronéw wspolczulnych skornych i mie-
$niowych

Zawiesina komorek w ptynie DMEM byta nakra-
plana do komory perfuzyjnej (Warner Co.) umiesz-
czonej na stoliku odwréconego mikroskopu (Nikon
Diaphot 300). Po nakropleniu neurony osiadaly na
dnie komory. Po 20 minutach od nakroplenia wia-
czany byt przeplyw sztucznego ptynu zewnatrzko-
morkowego typu A o szybkosci przeptywu 1 ml/min.
Komoérki zawierajace znacznik byly identyfiko-
wane przy uzyciu $wiatta ultrafioletowego (Nikon
Epifluorescent Illumination Attachment) przy uzy-
ciu filtréw (UV2A, przy diugosci fali pobudzajacej
330-380 nm) i obiektywu fluorescencyjnego (CF
Fluor LWD 40x, N.A. 070 — powiekszenie catkowite
mikroskopu 400x). Do badan kwalifikowane byly
jedynie komorki zawierajace wyrazne ziarnistosci
znacznika fluorescencyjnego w cytoplazmie.
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Rejestracje elektrofizjologiczne

Rejestracje pradéw jonowych K* byty wykonywane
przy uzyciu techniki stabilizowania potencjatu btono-
wego w obrebie calej blony komoérkowej (whole-cell
patch-clamp) z neurondw zawierajacych znacznik flu-
orescencyjny. Prady jonowe K* byly rejestrowane przy
uzyciu nastepujacych ptynéw. Sztuczny ptyn wewnatrz-
komorkowy zawieral w mmol: KF 40, NMG (N-metyl-
D-glukamina) 115, HEPES 10, EGTA 11, pH ustalone
na poziomie 7,2 z HCI, osmolarno$¢ ptynu wynosita
280 mOsm. Plyn zewnatrzkomorkowy, w ktérym wy-
konywano rejestracje zawieral w mmol: chlorek choli-
ny 130, KOH 5, HEPES 10, glukoza 12, MgCl2 2, CaCl2
2, pH ustalone na poziomie 7,4, osmolarnos¢ wynosita
310 mOsm. Uzyskane wyniki poréwnywano statystycz-
nie przy uzyciu testu t-Studenta i/lub jednoczynnikowsa
analizg wariancji z nastepczym testem Tukeya.

Wyniki

Srednia pojemno$¢ blony komoérkowej neuro-
néw unerwiajgcych naczynia krwionosne skory
(12,2+0,3 pF, n=27) byta znamiennie mniejsza od
pojemnosci blony komoérkowej neuronéw unerwia-
jacych naczynia krwionosne mie$nia zwacza wyra-
zona (21£0,9 pE n=10, p<0.05).

Zbadano proces inaktywacji zaleznej od po-
tencjalu blonowego w neuronach wspolczulnych.
W tym celu impuls testowy byt poprzedzony zmia-
nami potencjalu blony komoérkowej trwajacymi 1 se-
kunde w zakresie od -160 do +20 mV. Na Rycinie 2
przedstawiono znormalizowang zaleznos¢ pomie-
dzy wielkoscig pradu K" rejestrowang w odpowiedzi
na impuls testowy (0§ Y) i potencjalem blonowym
poprzedzajagcym impuls testowy (o$ X). Stwier-
dzono, ze prady potasowe zaczynaja inaktywowac
przy potencjale blonowym -148 mV, a maksymal-
ng inaktywacje osiagaja przy potencjale blonowym
-40 mV. Krzywa inaktywacji zaleznej od potencjatu
blonowego wykazywala, ze wystepuje zahamowanie
inaktywacji przy potencjatach poprzedzajacych im-
puls testowy od -100 do -90 mV. Uzyskane wyniki
wskazywaly na obecnos$¢ 3 typéw pradéw potaso-
wych. Prad, ktéry inaktywowat w zakresie potencja-
tu blonowego od -150 do -90 mV nazwano pragdem
I,,. Prad, ktéry inaktywowat w zakresie potencjatow
blonowych od -90 do -40 mV nazwano pradem I, ..
Prad nieinaktywujacy pod wplywem potencjatu
blonowego nazwano pradem I, .

W oparciu o wlasciwosci inaktywacji zaleznej od
potencjatu blonowego wyizolowano poszczegdlne
komponenty pradéw potasowych. W tym celu za-
stosowano rézne amplitudy bodzcéw poprzedzaja-
cych impuls testowy (-150, -90 i -40 mV). Przy po-
tencjale bfonowym -150 mV utrzymywanym przez

1,5 sekundy depolaryzacja testowa wywolywata
wszystkie komponenty pradu jonowego K*. Przy
potencjale blonowym -90 mV poprzedzajacym
impuls testowy komponenta I, ulegata inaktywa-
cji (rejestrowano sume pradéw K* typu I, oraz [.
Przy potencjale blonowym -40 mV poprzedzajacym
impuls testowy inaktywacji ulegala komponenta I
oraz I, i w odpowiedzi na bodziec testowy reje-
strowano prad I.. Na drodze odejmowania pradow
jonowych K+ otrzymywano wyizolowane kompo-
nenty I, , I il . Krzywe inaktywacji pragdéw byly
dobrze opisywane rdwnaniem Boltzmanna. Nie ob-
serwowano istotnych statystycznie réznic w wiel-
kosci parametréw inaktywacji zaleznej od poten-
cjatu blonowego. Wspotczynnik V . pradu I,, dla
neuronéw skornych wynosit (-109,7 2,1 mV) dla
neuronéw migsniowych (-107,6+1,4 mV, p>0,05).
Wspotczynniki k pradu I, wynosity dla neuronéw
skornych i migsniowych odpowiednio: -7,8+1,4
i-7,9%2, 0 p>0,05. Wspétczynnik V  pradu I, dla
neuron6éw skoérnych wynosit (-60,7+1,1 mV) dla
neuronéw miesniowych (-61,6+1,1 mV, p>0.05).
Wspdtczynniki k dla komponenty I, wynosily dla
neuronéw skornych i migsniowych odpowiednio:
-5,8+0,4 i -5,9+23 (p>0,05). Prog dla inaktywacji,
potencjal przy ktéorym obserwowano maksymalng
inaktywacje nie byly r6zne w neuronach skérnych
i mig$niowych.

W celu zbadania aktywacji pragdéw jonowych
w neuronach wspolczulnych blong komérkowa de-
polaryzowano bodzcami od -80 mV do +40 mV,
ktore trwaly 500 ms. Depolaryzacja ta byta poprze-
dzona hiperpolaryzacja blony komdrkowej na po-
ziomach -150, -90 i -40 mV, utrzymujaca si¢ przez
1,5 sekundy. Poszczegolne typy pradéw potasowych
I, 1, oraz I izolowane byly w sposéb opisany po-
wyzej. Zbadano nastepujace parametry: prog akty-
wacji i gestos¢ pradu wywolanego przez depolary-
zacje do +30 mV. Progi dla komponent I, i [, nie
byty rézne w obu populacjach neuronéw. Préog akty-
wacji komponenty I, w neuronach wspoétczulnych
unerwiajacych miesien zwacz (-44,0£1,63 mV)
byt znamiennie nizszy niz w przypadku neuronéw
unerwiajacych skore (-37,5+1,46 mV, p<0,05). Ge-
sto$¢ pradéw jonowych wszystkich komponent pra-
du jonowego K* byta znaczaco wyzsza w neuronach
miesniowych w poréwnaniu z neuronami skérnymi.
Gestos¢ pradu typu I, | w neuronach skornych i mie-
$niowych wynosita odpowiednio 48,06+6,3 pA/pF
i164,7+25,6 pA/pF (p<0,05). Gestos¢ pradu typul,,
w neuronach skérnych i migsniowych wynosi odpo-
wiednio 31,4%4,5 pA/pF i 55,1+7,8 pA/pF (p<0,05).
Gestos¢ pradu typu I, w neuronach skornych i mie-
$niowych wynosita odpowiednio 21,5+2,8 pA/pF
i 34,3454 pA/pF (p<0,05).
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Dyskusja

Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze ciala
komodrkowe neuronéw miesniowych byly znacznie
wigksze niz neuronéw skornych. Ponadto w neu-
ronach migsniowych wystepowata wicksza gestos¢
wszystkich podtypéw kanaléw jonowych K*' niz
w neuronach wspolczulnych skérnych. Réwniez prog
pobudzenia pragdéw K* typu I, | byl nizszy w neuro-
nach mie$niowych.

Obserwowane przez nas réznice w wielkosci
neuronow unerwiajacych naczynia krwiono$ne sko-
ry i mie$ni byly zgodne z badaniami przeprowadzo-
nymi na myszach i §winkach morskich [7, 8, 9, 10].
Znaczenie réznic wielkosci neurondéw jest intrygu-
jace i nie w pelni wyjasnione. Wydaje sig, ze wigksze
neurony maja aksony o wigkszej $rednicy, kontro-
lujg synaptycznie wigkszy obszar efektora oraz po-
siadaja wieksze drzewo dendrytyczne. W zwiazku
z tym mozna przypuszczac, Ze neurony naczyniowe
miesniowe posiadajg bardziej zlozone wejscia sy-
naptyczne oraz kontroluja wiekszy obszar efektora.

Podstawowg funkcja kanatéw jonowych, ktére
wystepuja w cialach komoérkowych neurondw, jest
wzmacnianie lub hamowanie postsynaptycznych po-
tencjaléw pobudzeniowych oraz generacja potencja-
6w czynnosciowych szerzacych sie antydromowo od
wzgodrka aksonu w kierunku dendrytéw. Ta pierwsza
funkcja wplywa na modyfikacje przekazywanej in-
formacji od dendrytéw do ciala komoérki i aksonu.
W poprzednich naszych badaniach [5, 6] wykazano,
ze prég pobudzenia potencjatozaleznych pradow jo-
nowych Na* w neuronach migsniowych byl nizszy niz
w neuronach skérnych. Ponadto szybko$¢ aktywacji
pradow jonowych Na* i ich amplituda byla wieksza
w neuronach migsniowych niz w neuronach skérnych
[5]. W zwigzku z tym prady Na* w neuronach mie-
$niowych sg bardziej ,efektywne” w generacji poten-
cjalow czynnosciowych niz w neuronach skérnych.
Biorgc pod uwage, ze neurony unerwiajgce naczynia
krwionosne mie$ni majg dwukrotnie wigksza wiel-
kos¢ niz neurony unerwiajgce naczynia krwionosne
skorne, mozna przypuszczaé, ze wymagajg one row-
niez bardziej efektywnych mechanizméw wzmacnia-
jacych postsynaptyczne potencjaty pobudzeniowe.

Podobna sytuacja wystepowata w odniesieniu do
kanaléw jonowych potasowych obecnych w neu-
ronach mig$niowych i skoérnych. Ekspresja kana-
6w jonowych potasowych typu I, , I oraz I byta
wigksza w neuronach migsniowych w poréwnaniu
z neuronami skérnymi. Réwniez prég pobudze-
nia pragdéw jonowych typu I, byl znamiennie niz-
szy w neuronach mie$niowych niz w neuronach
skérnych. W zwigzku z tym mozna przypuszczac,
ze prady jonowe potasowe sg w stanie efektywniej

»tlumi¢” postsynaptyczne potencjaly pobudzeniowe
w neuronach mie$niowych. Réwniez repolaryza-
cja i hiperpolaryzacja popobudzeniowa sg bardziej
efektywne w neuronach migéniowych niz w neuro-
nach skoérnych. Obserwowane réznice w ekspresji
poszczegdlnych podtypow potencjatozaleznych pra-
dow jonowych potasowych moga by¢ odpowiedzial-
ne za rdzny wzorzec generowania potencjaléw czyn-
nosciowych oraz rézng maksymalng czgstotliwosé
wytadowan w badanych neuronach [11, 12, 13].
Przedstawione powyzej dane wskazuja, ze rozni-
ce w aktywnos$ci neuronéw wspdtczulnych naczy-
niowych mie$niowych i skérnych zaleza zaréwno
od ich morfologii 8, 9], kontroli odruchowej [2, 14]
jak réwniez od ekspresji i wlasciwosci kinetycznych
potencjatozaleznych kanaléw jonowych.

Podziekowania
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Rycina 1. Schemat organizacji unerwienia wspot-
czulnego naczyn krwiono$nych miesni i skory.

1.0 4
S
L
5
I/Imax b
\{
LAl
AV o= neurony
\\ skome
0 A ]T = neurony
!"k_\ migéniowe
L |
%
\nT
LS 5 £
W !_.-!
0.0 - T
=180 =120 60 mV 0

Rycina 2. Inaktywacja zalezna od potencjatu biono-
wego pradow jonowych K* w neuronach skornych
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i miesniowych (na osi X potencjal btonowy, na osi
Y wzgledna amplituda wywotanego pradu jonowe-
go K*).
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Rycina 3. Zaleznosci napigciowo-pradowe poszcze-
goélnych komponent pradu jonowego potasowego
w neuronach mig$niowych i skérnych (A - prad I, ,
B - pradI , C - prad ). Na osi X depolaryzacja
blony, na osi Y gesto$¢ pradu jonowego K+ wywo-
tanego prostokatnym bodzcem depolaryzujacym.
Kwadraty - neurony miesniowe, romby - neurony

skdrne.
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Co mozna wykry¢ w jadzie pajaka,
postugujac sie metodami elektrofizjologicznymi?

What we can find in spider venom
using electrophysiological methods?
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Streszczenie

Z jadu pajaka Phoneutria nigriventer zostalty wy-
izolowane 4 frakcje, z ktorych kazda zawiera szereg
neurotoksyn. Aktywno$¢ tych substancji zostata
okreslona z wykorzystaniem metod elektrofizjolo-
gicznych. Toksyny nalezace do jednej frakeji wyka-
zuja zblizone dzialanie - z frakcji PhTx1 gléwnie
blokuja prad sodowy, z frakcji PhTx2 wydluzaja
czas trwania pradu sodowego i zmniejszaja jego
amplitude, z frakcji PhTx3 hamujg prady wapnio-
we, z frakcji PhTx4 réwniez wydluzaja czas trwa-
nia pradu sodowego, natomiast nie obnizaja jego
amplitudy. Toksyny z frakcji PhTx4 tym r6znig si¢
od wszystkich pozostatych, ze wykazuja wysoka
selektywnos$¢ w stosunku do owadéw. Istnieje po-
tencjalna mozliwos¢ praktycznego wykorzystania
opisanych toksyn.

Stowa kluczowe: neurotoksyny, jad pajgka, elektrofi-
zjologia, kanaty jonowe

Abstract

Key Words: neurotoxins, spider venom, electrophy-
siology, ion channels
Wstep

Badania nad sktadnikami jadéw produkowanych
przez zwierzeta jadowite angazuja zespoly bioche-
mikéw, biologéw molekularnych i elektrofizjologdw.
Szczegodlnie interesujace w jadach sg neurotoksyny,
poniewaz: (1) to one gléwnie decyduja o szybkim
dzialaniu jadu, (2) od dawna wykorzystywane sa
jako precyzyjne narzedzia farmakologiczne w bada-
niu blonowych kanaléw jonowych i receptoréw oraz
do definiowania proceséw komoérkowych, (3) coraz
szerzej zaczynajg by¢ wykorzystywane jako bioin-
sektycydy, (4) coraz czesciej znajdujg zastosowanie
w terapii medycznej. W badaniach nad neurotok-
synami decydujace znaczenie ma elektrofizjologia,
gdyz pozwala ona na wyjasnianie mechanizméw
dzialania badanych substancji, pozwala okresla¢

site ich dzialania i specyficzno$¢ oraz ewentualne
interakcje z innymi substancjami.
Elektrofizjologiczne testy przeprowadzane nad
neurotoksynami dzialajagcymi na blonowe kanaly
jonowe obejmuja ocene: (1) amplitudy pradu, (2)
kinetyki procesu aktywacji i inaktywacji, (3) zalez-
nosci wielkosci pradu od potencjatu btony (krzywa
I-V) lub zaleznosci aktywacji kanaléw jonowych od
potencjalu blony, (4) zaleznosci procesu inaktywa-
cji od potencjalu blony (jesli dany kanat ulega in-
aktywacji), (5) czasu reaktywacji, (6) pojawiania si¢
nowych skltadowych pradu, etc. Jesli mozliwa jest
obserwacja aktywnosci toksyny na poziomie po-
jedynczych kanatow jonowych, wtedy uzyskujemy
jeszcze pelniejszy obraz mechanizmu jej dzialania.
Jednak nie udalo sie jak dotad np. zarejestrowac,
na poziomie pojedynczego kanatu, efektow toksyn
selektywnych w stosunku do napigciowo-zaleznych
kanaléw sodowych (Nav) u dorostych owadéw.
Obserwacje prowadzone w konfiguracji ,voltage-
clamp” pozwalajg dobrze okresla¢ mechanizm dzia-
tania danej substancji. Jednak jej efekty fizjologicz-
ne znacznie lepiej zostang ocenione, gdy bedziemy
mie¢ mozliwo$¢ obserwacji wptywu toksyny na po-
tencjat spoczynkowy komorki pobudliwej i jej zdol-
no$¢ do generowania potencjatéw czynnosciowych.
W praktyce znacznie wigcej znanych jest prepara-
tow, z ktérych mozemy rejestrowac prady jonowe,
niz takich, ktére generuja potencjaly czynnosciowe.

Prezentacja obiektu

Phoneutria nigriventer to agresywny pajak za-
mieszkujacy tereny Potudniowej i Srodkowej Ame-
ryki, uwazany za najczestszg przyczyne niebezpiecz-
nych ukaszen. Jad jego zawiera, tak jak inne jady,
wiele polipeptydéw dziatajacych neurotoksycznie.
Substancje te s od ponad 50 lat przedmiotem badan
prowadzonych gléwnie przez naukowcow z Brazylii.

Pierwszy podzial na frakcje jadu Pnoneutria zo-
stal dokonany w 1963 roku [1]. Bialka dzialajace
na blonowe kanaly jonowe lub uwalnianie neuro-
transmiteréw zostaly zidentyfikowane we frakcjach
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oznaczonych jako PhTx1, PhTx2, PhTx3, PhTx4
(wg [2]). Dzialanie peptyddw z kazdej z tych frakcji
wydaje sie by¢ skierowane na okreslone biatko bto-
nowe, np. kanal sodowy.

Wyniki

Toksyny frakcji PhTx1

We frakcji PhTx1 znaleziona zostata neurotok-
syna (Tx1) zbudowana z 78 aminokwaséw. Do-
$wiadczenia przeprowadzono z wykorzystaniem
techniki whole-cell patch-clamp na komoérkach
jajnika chomika, w ktorych uzyskano ekspresje
kanaléw sodowych typu Navl.2. Wykazano, ze
Tx1 blokuje odwracalnie prad sodowy, nie zmie-
niajac jego kinetyki ani napieciowej zaleznosci
procesu aktywacji i inaktywacji (Rycina 1A). De-
polaryzacja blony zwigksza efektywnos¢ toksyny,
a jej wbudowywanie do kanalu sodowego zalezne
jest od stanu, w jakim kanat si¢ znajduje. Istnie-
je wiec daleko idace podobienstwo w dzialaniu
Tx1 i tetrodotoksyny (TTX), klasycznego blokera
kanaléw sodowych. Interesujace jest jednak, ze
Tx1 wiaze sie z innym miejscem receptorowym
w kanale Nav niz TTX, poniewaz powinowac-
two Tx1 nie jest obnizane przez obecnos¢ TTX.
Dobrze jest wigc, kiedy badaniom elektrofizjolo-
gicznym towarzyszg prace nad powinowactwem
danej substancji do okreslonego miejsca recepto-
rowego. Takie same efekty zaobserwowane elek-
trofizjologicznie niekoniecznie dowodza takich
samych zmian konformacyjnych powodowanych
przez wbudowanie si¢ neurotoksyny do kanalu
jonowego [3].

Toksyny frakcji PhTx2

Toksyny wyizolowane z frakcji PhTx2 okazaty
si¢ by¢ aktywatorami kanatéw sodowych, tzn. sub-
stancjami zwigkszajacymi stan otwarcia kanaléw,
gtownie w sensie wydtuzenia stalej czasowej ich
otwarcia. Toksyna Tx2-6 przetestowana zostala
na miesniu szkieletowym zaby przy uzyciu tech-
niki patch-clamp. Stwierdzono, ze powoduje ona
hamowanie procesu inaktywacji pradu sodowe-
go, zmniejszenie jego amplitudy (Rycina 1B) oraz
przesuniecie krzywej I-V w kierunku bardziej
ujemnych wartosci potencjalu btony komorkowe;j
[4]. Podobne efekty uzyskano w wyniku dziatania
calej frakcji PhTx2 [5]. Hamowanie inaktywacji
pradu sodowego moze sugerowa¢ wbudowywanie
si¢ toksyny do miejsca receptorowego 3 w kanale
sodowym. Jest to miejsce, w ktére wbudowuja sie¢
alfa toksyny z jadu skorpiona. Jednakze zmniej-
szanie si¢ amplitudy pradu sodowego, jak i wy-
razne przesuniecie aktywacji kanaléw do bardziej

ujemnych potencjaléow blony nie s3 zjawiskami
typowymi dla alfa toksyn. Przez analogie z tok-
synami z jadu pajakow australijskich [6] moz-
na przypuszczaé, ze toksyny z frakcji PhTx2 by¢
moze wbudowujg si¢ do miejsca receptorowego 4
w kanale sodowym - miejsca, do ktdérego przyla-
czajg sie beta toksyny z jadu skorpionow.

Wzrost przewodnosci sodowej prowadzi do de-
polaryzacji btony, czego skutkiem czgsto jest wzrost

dzielania neurotransmiteréw. Wykazano, ze
frakcja PhTx2 zwieksza uwalnianie kwasu glutami-
nowego i acetylocholiny w synaptosomach z moézgu
szczura [7, 8]. Zarejestrowane elektrofizjologicznie
i biochemicznie modyfikacje wywolane toksyna
Tx2-6 lub frakcjg zawierajaca toksyny typu Tx2-6
dobrze korespondujg z efektami toksyn obserwo-
wanymi na poziomie catego zwierzecia. Wywoluja
one pobudzenie, konwulsje i paraliz skurczowy [9].

Toksyny frakcji PhTx3

W przeciwienstwie do frakcji PhTx2, frakcja
nastepna, PhTx3, wywoluje paraliz zwiotczeniowy
u myszy. Z frakcji tej wyizolowanych zostalo szereg
toksyn (Tx3-2, Tx3-3, Tx3-4, Tx3-5, Tx3-6) [10],
wykazujacych zblizone dziatanie. Wszystkie te
toksyny hamuja funkcjonowanie synaps, objawia-
jace sie¢ m.in. zmniejszaniem postsynaptycznych
potencjaléw pobudzajacych w synapsie nerwowo-
mie$niowej myszy lub redukowaniem presynap-
tycznych sygnaléw wapniowych [11]. Doswiad-
czenia z uzyciem techniki whole-cell patch-clamp
przeprowadzone na neuronach czuciowych [12],
na neuronach ziarnistych mézdzku [13], na linii
komoérkowej GH3 z przysadki szczura [14] wykaza-
ly, ze toksyny wyizolowane z frakcji PhTx3 hamuja
prad wapniowy typu HVA, pozostajac bez wptywu
na prad LVA. Ponadto stwierdzono, ze jedna z tok-
syn (Tx3-4) (okre$lana tez jako ,,w-Phonetoxin-
IIA”) wykazuje znacznie wyzsze powinowactwo
do kanatéw Cav2.1 i Cav2.2 (odpowiedzialnych za
przeptyw pradu typu P/Q i N) niz do Cav2.3 (prad
R), ktore blokuje tylko czesciowo i odwracalnie
[15]. Pozostale toksyny réwniez wykazujg zroz-
nicowang aktywnos¢ na réznych rodzajach pradu
wapniowego.

Badania elektrofizjologiczne pozwalaja na okre-
Slenie specyficznosci danej substancji do danego
typu/podtypu kanalu jonowego. Z drugiej strony
naturalne neurotoksyny pozwolily na zidentyfiko-
wanie nowych podtypéw kanaléw wapniowych.
W terapii medycznej selektywne blokery okreslo-
nego rodzaju kanaléw wapniowych znajdujg coraz
szersze zastosowanie. Wzrost liczby selektywnych
blokerow zwieksza mozliwosci stosowania tera-
peutycznych kombinacji réznych $rodkéw. Sub-
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telna réznorodno$¢ toksyn, zawartych w jadzie
Phoneutria, aktywnych na kanalach wapniowych
moze wigc znalez¢ zastosowanie praktyczne.

Toksyny frakcji PhTx4

Wszystkie toksyny z opisanych powyzej frakcji
wykazywaty duzg toksycznos$¢ w stosunku do ssa-
kéw, co potwierdzilo si¢ w testach elektrofizjolo-
gicznych. Modyfikowaly one dzialanie preparatow
pochodzacych z kregowcédw. Inna w tym zakresie
okazala si¢ frakcja PhTx4. Niektore toksyny z niej
wyizolowane dzialaja toksycznie na owady i nie
wywoluja toksycznych efektow np. u myszy. Szcze-
golowe badania przeprowadzono m.in. na toksynie
Tx4 (6-1). LD, dla tego skfadnika jadu wynosi 3,
8 ng na jedng muche domowa. Jest to toksycznos¢
odpowiadajgca dzialaniu toksyny AaHIT z jadu
skorpiona, ktéra uwazana jest za jedng z najbar-
dziej efektywnych i selektywnych neurotoksyn
w stosunku do owadéw [16]. Tx4 (6-1) wywoluje
hyperaktywnos¢ i paraliz skurczowy u owadéw, co
sugeruje, ze toksyna albo zwigksza przewodnos¢
sodowa albo zmniejsza przewodnos$¢ potasows.
Nalezalo to sprawdzi¢ elektrofizjologicznie.

W przypadku substancji selektywnych do owa-
déw s3 znacznie mniejsze mozliwosci w zakresie
wyboru preparatow do testéw elektrofizjologicz-
nych niz w przypadku kregowcdw. Najwigcej prepa-
ratéw pochodzi z karaczana amerykanskiego — s3 to
m.in. izolowany akson olbrzymi, spontanicznie ak-
tywne neurony DUM, cholinergiczna synapsa ner-
wowo-nerwowa w ostatnim zwoju odwlokowym
tanicuszka nerwowego, sensoryczny nerw cerkalny.
Od kilku lat uzyskuje si¢ ekspresje np. owadzich
kanaléw sodowych w oocytach Xenopus leavis, ale
kanaty takie nie zawsze zachowuja si¢ tak samo jak
kanaty jonowe funkcjonujace w swoim ,natural-
nym $rodowisku” (wlasne obserwacje), a poza tym
preparat taki nie pozwala na prowadzenie rejestra-
cji w konfiguracji ,current-clamp”.

Toksyna Tx4 (6-1) zostala przetestowana na
aksonie olbrzymim izolowanym z karaczana,
z wykorzystaniem techniki podwdjnej przegro-
dy olejowej. Modyfikuje ona tylko prad sodowy.
Prad w obecnosci toksyny ulegal stopniowemu
wydluzeniu, zwlaszcza w konicowej fazie procesu
inaktywacji (Rycina 2A), co jest odzwierciedle-
niem hamowania inaktywacji kanatéw sodowych.
Efekt byl zalezny od dawki - przy stezeniu 5x10-
M, po 15 min opdzniony prad rejestrowany pod
koniec 5 ms impulsu depolaryzujacego z poziomu
-60 do -10 mV stanowil 10% pradu szczytowego.
Wygasanie pradu koncowego, ocenione przy dtu-
gim impulsie depolaryzujacym, trwalo nie diuzej
niz 10 ms. Prad op6zniony wywolany obecnoscia

toksyny LghalT z jadu skorpiona, uwazanej za
klasyczng antyowadzig toksyne alfa, ma zupel-
nie inne parametry. Stanowi on co najmniej 50%
pradu szczytowego, w takich samych warunkach
eksperymentalnych, i wygasa w czasie siggajacym
do 500 ms (Rycina 2A). Toksyna Tx4 (6-1) nie
zmieniala napieciowej zaleznosci aktywacji ani
inaktywacji pradu sodowego. Powodowata na-
tomiast niewielki wzrost pradu szczytowego, tak
jak LghalT.

Jakie skutki pocigga za soba wydluzenie czasu
trwania pradu sodowego? Obrazuje to Rycina 2B,
C. Podanie Tx4 (6-1) powodu]e wydluzenie czasu
trwania potencjatlu czynnosciowego; zostaje spo-
wolniona faza repolaryzacji, zwlaszcza w konco-
wej jej czedci. Efekt widoczny na Rycinie 3C jest
efektem maksymalnym. Odpowiada on delikatne-
mu przyhamowaniu inaktywacji pradu sodowe-
go. Zahamowanie przewodnosci potasowej (przy
uzyciu 4amino-pirydyny) prowadzi do uzyskania
potencjalu czynnosciowego typu plateau, charak-
terystycznego dla dziatania toksyn alfa, wbudo-
wujacych si¢ w miejscu receptorowym 3 w kanale
sodowym. Tx4 (6-1) nie ograniczala dzialania tok-
syny LqghalT, ktéra podana jako druga, powodo-
wala znaczne wydtuzenie czasu trwania potencjalu
czynno$ciowego, niezaleznie od tego, czy byla apli-
kowana w obecnosci, czy przy braku blokera prze-
wodnosci potasowej (Rycina 2C). Bardzo podobne
dzialanie zostalo zarejestrowane dla kolejnej tok-
syny Tx4 (5-5) [17]. Obie toksyny testowane byly
tez z zastosowaniem techniki mikroelektrodowej
na kanatach sodowych kregowcow, ktorych eks-
presje uzyskano w oocytach Xenopus. Nawet przy
duzych stezeniach (10* M) zaden efekt nie zostal
zaobserwowany [18].

Sposob dziatania toksyn frakcji PhTx4 jest wiec
podobny do alfa toksyn z jadu skorpionéw ale zde-
cydowanie slabszy. Ma on tez troch¢ wspdlnego
z dzialaniem toksyn z frakcji PhTx2 oraz toksyn
izolowanych z jadu australijskich pajakéw [19].
W tej sytuacji toksyny z jadu Phoneutria, z frakcji
PhTx4 wydaja si¢ stanowi¢ nowa grupe toksyn se-
lektywnych do owadéw o nieco odmiennym sposo-
bie dzialania od opisanych dotad ,,alfa-podobnych”
toksyn z jadu pajgkow.

Aktualnie prowadzi sie szeroko zakrojone prace
nad wykorzystaniem toksyn selektywnych do owa-
dow jako bioinsektycydow. Jesli prace te zakoncza
sie rzeczywistym sukcesem, wtedy bardzo istotne
bedzie posiadanie bogatego arsenalu toksyn o zréz-
nicowanej strukturze i sposobie dziatania. Wyko-
rzystanie ich naprzemienne lub tworzenie réznych
ich kombinacji pozwoli opdzni¢ procesy nabywania
przez owady opornosci na stosowane insektycydy.
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Podsumowanie

Rycina 3 stanowi podsumowanie zagadnien
omawianych w tekscie. Pokazuje ona schematycz-
nie miejsca i sposoby dzialania toksyn z poszczegol-
nych frakeji jadu Phoneutria.

W  zakonczeniu nalezy zwréci¢ uwage na
(1) ogromne zréznicowanie aktywnosci polipep-
tydow wystepujacych w jadzie jednego gatunku
pajaka; (2) niezbedno$¢ badan elektrofizjologicz-
nych w pracach nad okresleniem sposobu dziala-
nia danej substancji; (3) konieczno$¢ przeprowa-
dzania réwnolegle do badan elektrofizjologicz-
nych réwniez badan nad powinowactwem danej
substancji do okreslonego miejsca receptorowego.
Wejscie badan nawet na poziom inzynierii gene-
tycznej powoduje konieczno$¢ powrotu do badan
elektrofizjologicznych, bo tylko one s3 w stanie
ostatecznie okresli¢ wptyw, np. mutacji, na funk-
cjonowanie danej substancji. Badania nad toksy-
nami majg nie tylko aspekty poznawcze. Rowniez
szerokie praktyczne ich wykorzystanie staje si¢
coraz bardziej realne.

Rycina 1. Schematycznie pokazany mechanizm
dzialania toksyn z frakcji jadu Phoneutria nigri-
venter. A. Blokowanie pradu sodowego toksynami
z frakcji PhTx1 (schemat przygotowany wg danych
z [3]). B. Spadek amplitudy pradu sodowego i po-
jawienie si¢ pradu opdznionego w obecnosci tok-
syn z frakcji PhTx2 (schemat przygotowany wg
danych z [4]).

Rycina 2. Zapisy (oryginalne) czynnosci bioelek-
trycznej izolowanego aksonu olbrzymiego kara-

czana, zmodyfikowanej podaniem toksyny Tx4
(6-1) z jadu pajgka Phoneutria nigriventer. A.
Prad sodowy zarejestrowany w wyniku zadziata-
nia impulsu depolaryzujacego z poziomu -60 do
-10 mV: ¢ - prad kontrolny, 10 — prad obserwo-
wany po 10 min od podania Tx4 (6-1) w stezeniu
5x10° M. Widoczny efekt jest efektem maksymal-
nym. W ramce, dla poréwnania, podano schema-
tycznie prad sodowy zarejestrowany z tego same-
go preparatu po toksynie Lgh€IT (107 M). B.
Kontrolny potencjal czynnosciowy wywotany
0,5 ms pragdem depolaryzujagcym. C. Wydluzony
potencjal czynno$ciowy zarejestrowany po
4 i 8 min od podania toksyny Tx4 (6-1) w steze-
niu 5x10° M. Efekt obserwowany po 8 min jest
efektem maksymalnym. W ramce podano, dla
poréwnania, schematyczny zapis potencjalu
czynno$ciowego plateau z aksonu olbrzymiego
uzyskany po antyowadziej toksynie typu alfa
z jadu skorpiona, LghalT.

Rycina 3. Schematyczne przedstawione polacze-
nia synaptyczne (cholinergiczne, ACh, i glutami-
nergiczne, Glu) z zaznaczonymi ,punktami”
dzialania toksyn wyizolowanych z poszczegol-
nych frakcji (zaznaczonych na schemacie jako
PhTx1, etc) z jadu Phoneutria. (+) oznacza pod-
niesienie aktywnosci kanaléw jonowych lub
uwalniania neurotransmitera, (-) oznacza bloko-
wanie kanaléw jonowych lub ograniczenie uwal-
niania neurotransmitera.
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Mechanizmy modulacji pradoéw synaptycznych
GABAergicznych przez agonistow receptora
benzodiazepiny
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by the agonists of the benzodiazepin receptor
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Streszczenie

Benzodiazepiny (BDZ) s3 silnymi modulatora-
mi receptorow GABAA, ktére powszechnie stosuje
sie w praktyce klinicznej. Uwaza sie, Ze gléwnym
mechanizmem oddzialywania tych substancji na
receptor GABAA jest zwigkszanie jego powino-
wactwa, podczas gdy ich wplyw na kinetyke zmian
konformacyjnych zwiazanego receptora pozosta-
je niejasny. W niniejszej pracy opisujemy wyniki
analizy farmakokinetycznej oddzialywania ben-
zodiazepiny flurazepamu oraz agonisty receptora
benzodiazepinowego — zolpidemu na neuronalne
receptory GABAA i na GABAergiczne minia-
turowe hamujace prady synaptyczne (mIPSCs).
Wykazano, ze flurazepam i zolpidem efektywnie
wzmacniajg prady GABAergiczne tylko przy bar-
dzo niskich stezeniach GABA (ok. rzad wielkosci
nizszych niz Ec50), natomiast odpowiedzi na wy-
sokie stezenia GABA (poréwnywalne do Ec50 lub
wyzsze) s3 przez te czynniki istotnie inhibowane.
Podobne zjawisko zaobserwowano dla kinetyki
deaktywacji (przebieg pradowy po usunieciu neu-
rotransmitera). W odniesieniu do pradéw synap-
tycznych stwierdzono, Ze silnie nieréwnowagowe
warunki aktywacji receptoréw postsynaptycznych,
wynikajace z bardzo krotkotrwatej obecnosci neu-
roprzekaznika w synapsie, czynig prady synap-
tyczne szczegdlnie podatnymi na modulacje przez
benzodiazepiny.

Wstep

Kwasgamma-aminomastowy (GABA)jestpodsta-
wowym neuroprzekaznikiem hamujacym w osrod-
kowym uktadzie nerwowym dorostych osobnikéw.
Receptory GABAA s3 to anionoselektywne kanaty
aktywowane chemicznie (przez GABA), ktorych ak-
tywacja (u dorostych osobnikéw) prowadzi do hiper-
polaryzacji blony. Funkcjonalne receptory GABAA
s3 pentamerami, przy czym dotychczas sklonowano
az 20 réznych podjednostek tego receptora, co wska-

zuje na ich potencjalnie ogromng heterogennos¢ [1].
Najcze$ciej wystepujace w mozgu receptory GABAA
skladajg sie z dwdch podjednostek a, dwdch B i jed-
nej y lub 6 [2].

Benzodiazepiny (BDZ) znane s3 jako modula-
tory receptorow GABAA wzmacniajace ich dzia-
tanie [2, 3]. Zolpidem nie jest co prawda benzo-
diazeping, ale jego wplyw na receptory GABAA
jest bardzo podobny do dzialania tych substancji
i dlatego zolpidem klasyfikuje sie czesto jako ago-
niste receptora benzodiazepinowego. Dotychcza-
sowe badania wskazujg na to, ze BDZ zwigkszaja
amplitude i czas trwania GABAergicznych pradéw
synaptycznych (IPSCs, [4, 5]). Uwaza sig, ze glow-
nym mechanizmem dzialania BDZ jest zwigk-
szenie powinowactwa receptora GABAA do jego
agonisty. Wplyw tych czynnikéw na zmiany kon-
formacyjne miedzy stanami zwigzanymi pozostaje
jednak niejasny. W naszych niedawno przepro-
wadzonych badaniach [6] na rekombinowanych
receptorach GABAA typu alP2y2 stwierdzilismy,
ze BDZ flurazepam i zolpidem, oprécz wzmocnie-
nia powinowactwa, wplywaja na kinetyke zmian
konformacyjnych zwigzanego receptora (wplyw
ten dotyczy gléwnie procesu desensytyzacji). Bar-
dzo waznym pytaniem jest, na ile opisany wyzej
wplyw BDZ na rekombinowane receptory alp2y2
dotyczy rowniez neuronalnych receptorow GA-
BAA. Zagadnienie to zostalo przez nas zbadane na
neuronach pochodzacych z hodowli neuronéw hi-
pokampalnych przy zastosowaniu techniki patch-
clamp i ultraszybkiej perfuzji. Niniejsze opracowa-
nie zostalo sporzadzone z wykorzystaniem opubli-
kowanych wynikéw [7, 6] jako materialy zjazdo-
we VI Konferencji ,,Techniki Elektrofizjologiczne
w Badaniu Ukladu Nerwowego: Od Kanalow Jo-
nowych po Sieci Neuronowe”.

Materialy i metody

Hodowle neuronalne zostaly sporzadzone
zgodnie z procedurg opisang w szczegolach w [8].
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Komoérki neuronalne z hipokampa zwierzat w wieku
P2-4 rozproszono enzymatycznie i mechanicznie,
wysiano na szalki Petriego i hodowano przez 10-
14 dni. Do pomiardéw elektrofizjologicznych zasto-
sowano technike patch-clamp w konfiguracji ,exci-
sed-patch” lub ,whole-cell” przy napieciu btonowym
-70 mV (szczegoly dotyczace zastosowanych roz-
twordw i aparatury podane sg w [8]). W celu prze-
prowadzenia badan farmakokinetycznych zastoso-
wano system ultraszybkiej perfuzji pozwalajacy na
wymiane roztworu woko! tatki blonowej (excised-
patch) w czasach krotszych niz 100 ps [9].

Wyniki badan i dyskusja

Pomiaru GABAergicznych miniaturowych pra-
dow synaptycznych (mIPSCs) dokonano w konfi-
guracji whole-cell techniki patch-clamp w obecno-
$ci blokera kanaléw sodowych napieciowo-zalez-
nych (TTX, 1 uM). Zgodnie z aktualnym stanem
wiedzy stwierdzono, ze zaréwno flurazepam, jak
i zolpidem wplynal na zwigkszenie $redniej am-
litudy pradéw synaptycznych (wzgledna zmiana
amplitudy 1,20+0,06; n=11 dla 1 pM flurazepamu;
1,23+0,07; n=6 dla 1 uM zolpidemu, Rycina 1). Po-
nadto stwierdzono, ze czynniki te wydluzaja czas
trwania mIPSCs (mierzony jako $rednia stata cza-
sowa fazy zaniku mIPSC, Rycina 1).
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Rycina 1. Flurazepam i zolpidem zwi¢kszajg am-
plitude pradéw synaptycznych mIPSCs (A-C)
i wydluzajg kinetyke zaniku mIPSCs (D-F). Pa-
rametr T__ oznacza $rednig stalg czasowa zaniku
mIPSC.

Aby pelniej opisa¢ wplyw flurazepamu i zolpide-
mu na mIPSCs, dokonano pomiaru odpowiedzi pra-
dowych na egzogenne aplikacje GABA w szerokim
przedziale stezen tego neuroprzekaznika. W warun-

kach kontrolnych zalezno$¢ odpowiedzi od steze-
nia GABA wykazala, ze wysycenie tych odpowiedzi
nastepuje przy stezeniach milimolarnych GABA, za$
stezenie aktywujace okolo 50% receptoréw (Ec50) to
ok. 100 uM (Rycina 2). Zaréwno flurazepam, jak i zol-
pidem silnie wzmacnialy odpowiedzi pragdowe wywo-
tane niskimi stezeniami GABA (1-3 pM), natomiast
przy stezeniach nieco nizszych niz Ec50 wplywu tych
czynnikéw na amplitude odpowiedzi pradowych nie
stwierdzono (Rycina 1). Podobnie jak zaobserwowa-
lismy poprzednio dla rekombinowanych receptoréw
alP2y2 [6], dla wyzszych stezen GABA (poréwnywal-
ne i wyzsze niz Ec50) zaréwno flurazepam, jak i zol-
pidem zmniejszaly amplitude odpowiedzi pradowych
(Rycina 2). Kinetyka deaktywacji (przebieg czasowy
odpowiedzi pradowej po usunieciu agonisty) jest row-
niez bardzo silnie modulowana przez flurazepam i zol-
pidem, przy czym ponownie silny efekt obserwuje sie
dla niskich stezen GABA (1-3 uM), dla wyzszych zas
stezen efekt ten zanika (Rycina 1). W celu dokonania
oceny wplywu flurazepamu i zolpidemu na kinetyke
zmian konformacyjnych receptora GABAA w stanie
zwigzanym wykonano pomiary odpowiedzi prado-
wych na nasycajace (10 mM) stezenie GABA.
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Rycina 2. Flurazepam i zolpidem silnie wzmac-
niajg odpowiedzi pradowe na egzogenne aplikacje
GABA tylko w zakresie niskich stezen GABA. Ty-
powe odpowiedzi pradowe na 1 uyM GABA (A) i na
nasycajace stezenie (10 mM) GABA (B). Cienka li-
nig zaznaczone s3 odpowiedzi kontrolne, grubg zas
- odpowiedzi w obecnosci flurazepamu. C. Znor-
malizowana zalezno$¢ amplitudy odpowiedzi pra-
dowej od stezenia GABA. D. Statystyka wzglednego
wzrostu amplitudy odpowiedzi pradowej na egzo-
genne aplikacje GABA.
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Rycina 3. Flurazepam i zolpidem wydluzaja proces
deaktywacji odpowiedzi pradowych tylko przy ni-
skich stezeniach GABA. A. Typowe przebiegi pra-
déw deaktywacji dla odpowiedzi wywotanych apli-
kacja 1 pM GABA w warunkach kontrolnych (linia
cienka) i w obecnosci modulatoréw (linie grube).

W tym zakresie stezen szybko$¢ wigzania jest
tak duza, ze czynnikiem ksztaltujacym przebieg
czasowy odpowiedzi pradowej jest kinetyka zmian
konformacyjnych miedzy receptorami zwigzany-
mi. Stosujgc dlugie aplikacje neuroprzekaznika
(100 ms), stwierdzono, ze kinetyka procesu desen-
sytyzacji ulega przyspieszeniu w obecnosci zolpide-
mu flurazepam za$ nie ma wplywu na to zjawisko.
Zolpidem réwniez istotnie przyspieszal faze¢ nara-
stania odpowiedzi pradowej w obecnosci nasycaja-
cego stezenia GABA, co wskazuje na przyspieszenie
procesu aktywacji tych receptoréow. Istotny wplyw
zolpidemu na kinetyke narastania odpowiedzi pra-
dowych oraz na desensytyzacje wskazuja na to, ze
oprocz dominujacego wplywu flurazepamu i zolpi-
demu na powinowactwo receptora GABAA, mamy
réwniez do czynienia z modulacjg kinetyki zmian
konformacyjnych receptora w stanie zwigzanym.

Poprzednie badania [10, 11, 7] wskazujg na to,
ze podczas transmisji synaptycznej GABA osiaga
stezenia milimolarne. Jest w zwigzku z tym zastana-
wiajace, dlaczego mIPSCs s3 istotnie wzmacniane
zardwno przez flurazepam i zolpidem (Rycina 1),
podczas gdy juz przy stezeniach rzedu setek mikro-
moli GABA, czynniki te istotnie zmniejszaja am-
plitude odpowiedzi pradowych (Rycina 2). Nalezy
zwrdci¢ jednak uwage, ze o amplitudzie odpowie-
dzi pradowych decyduje nie tylko stezenie poda-
wanego neuroprzekaznika, ale rowniez czas jego
aplikacji. W szczegdlnosci, gdy czas aplikacji jest
bardzo krotki, ekspozycja receptorow na agoniste
moze by¢ niewystarczajgca, aby zwigzaly one neu-
roprzekaznik i ulegly aktywacji. Nalezy pamietac
réwniez o tym, ze czas przebywania GABA w sy-
napsie GABAergicznej jest bardzo krétki i wynosi
co najwyzej setki mikrosekund [10, 11, 12]. Mozna
zatem przypuszczaé, ze przy tak krotkiej ekspozy-
cji receptoréw postsynaptycznych na neuroprze-
kaznik, aktywacji ulega tylko czes¢ receptorow
synaptycznych, gdyz czas oddzialywania agonisty

z receptorami jest zbyt krétki, by proces wigzania
GABA osiggnal nasycenie. Mozna przypuszcza¢, ze
zwiekszenie przez BDZ powinowactwa receptoréw
GABAA, a co za tym idzie i szybko$ci wigzania do
tego receptora, powinno sprawic, iz podczas krot-
kotrwalej ekspozycji receptoréw na synaptycznie
wydzielony neuroprzekaznik, zwigkszy sie ilo$¢
zwigzanych i zaktywowanych receptorow. A za-
tem zgodnie z tg hipoteza, zwigkszenie amplitudy
mIPSCs przez BDZ i zolpidem jest konsekwencja
braku wysycenia miejsc wigzacych GABA przez sy-
naptycznie wydzielonego agoniste oraz zwiekszenia
szybkosci wiazania tego neuroprzekaznika w obec-
nosci flurazepamu lub zolpidemu. Aby zweryfiko-
wacé eksperymentalnie te hipoteze, wykorzystalismy
system ultraszybkiej perfuzji do bardzo krétkich
aplikacji GABA (1 ms). Czas 1 ms jest minimalnym
czasem aplikacji wynikajacym z ograniczen tech-
nologicznych naszego systemu aplikacji. Jest to czas
przynajmniej kilkakrotnie diuzszy niz szacowany
czas przebywania GABA w synapsie. Z racji tego, ze
w przypadku krotkich aplikacji efektywnos¢ dzia-
tania neuroprzekaznika jest proporcjonalna do ilo-
czynu stezenia i czasu aplikacji agonisty [13], doko-
naliémy przeskalowania stezenia GABA do 100 uM,
tak by przy aplikacji trwajacej 1 ms jej efektyw-
no$¢ byla poréwnywalna do synaptycznej (1 mM,
100 ps). Na Rycinie 4 przedstawione sg przebiegi
odpowiedzi pragdowych na krétkie (1 ms) i ,,dtu-
gie” (5 ms) aplikacje 100 pM GABA. W przypadku
pomiaréw kontrolnych (Rycina 4A) odpowiedZ na
aplikacje 1 ms jest znacznie mniejsza niz odpowiedz
wywolana ekspozycja trwajaca 5 ms. Obserwacja ta
potwierdza przypuszczenie, ze krdtkotrwala eks-
pozycja sprzyja niepelnej aktywacji receptorow.
Na Rycinie 4A przedstawione s3 réwniez wyniki
analogicznego eksperymentu w obecnosci fluraze-
pamu lub zolpidemu. Odpowiedz na trwajacg 1 ms
aplikacje 100 uM GABA w obecnosci tych czynni-
kow charakteryzuje istotnie wieksza odpowiedz niz
w przypadku pomiaréw kontrolnych. Potwierdza
to naszg hipoteze, ze w warunkach kroétkiej aplika-
cji, benzodiazepiny zwiekszajac szybko$¢ wigzania
agonisty, umoiliwiajq pelniejsze wysycenie miejsc
wigzacych niz ma to miejsce w analoglcznych po-
miarach kontrolnych. Nalezy zwréci¢ uwage, ze am-
plitudy odpowiedzi pragdowych na ,dtugie” (5 ms)
aplikacje 100 pM GABA zmierzone w obecnosci
flurazepamu lub zolpidemu sg mniejsze niz w wa-
runkach kontrolnych (Rycina 4B). Nie ma zatem
sprzeczno$ci pomiedzy wynikami otrzymanymi dla
pradow synaptycznych (Rycina 1) i odpowiedziami
pradowymi, albowiem zasadnicza réznica miedzy
warunkami tych pomiaréw wigze si¢ z bardzo krot-
kim czasem aplikacji w przypadku pradow synap-
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tycznych, podczas gdy amplitudy odpowiedzi pra-
dowych (Rycina 2) zmierzone byly w warunkach
aplikacji, ktorych czas trwania byl wystarczajacy do
tego, by proces wigzania agonisty byl kompletny.

A B

1.0 4
100uM GABA

[ : .

K F
%% §
|

——————————————— + 0.0 4

Kontrola 3pM Flurazepam 3pM Zolpidem 1 Kontrola

= 3MFI
=3 3uM Zol

Rycina 4. Flurazepam i zolpidem zwiekszajg stopien
wysycenia odpowiedzi pradowych wywolanych
krétkimi (,,synaptycznymi”) aplikacjami GABA.
A. Przykladowe odpowiedzi pradowe wywotane
krotka (1 ms) i ,dlugg” (5 ms) aplikacja 100 uM
GABA w warunkach kontrolnych (cienkie linie)
oraz w obecnosci flurazepamu lub zolpidemu (po-
grubione linie). B. Statystyka ilorazu amplitud wy-
wolanych przez krétkie i dtugie aplikacje GABA.

Podsumowujac, wyniki nasze wskazuja na to, ze
BDZ i zolpidem wzmacniaja prady GABAergiczne
tylko wtedy, gdy stezenie GABA jest niskie (okoto
jeden rzad wielkosci nizsze niz Ec50) oraz ze czyn-
niki te istotnie wplywaja na kinetyke zmian kon-
formacyjnych zwiazanych receptoréw. Szczegdlnie
wazng wydaje sie obserwacja, ze podatnos¢ pradow
GABAergicznych (w szczegolno$ci mIPSCs) na
modulacje przez BDZ bardzo silnie zalezy od wa-
runkéw aplikacji neuroprzekaznika. Odpowiedzi
na bardzo kroétkie aplikacje synaptycznego agonisty
okazuja si¢ by¢ niezwykle wrazliwe na modulatory
wplywajace na powinowactwo agonisty (i przez to
na szybkos$¢ wiazania).
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Niezalezne od potencjalu kanaly jonowe K*
w neuronach piramidowych kory przedczolowe;j

Voltage independent K* channels
in pyramidal neurons of the prefrontal cortex

Grzegorz Witkowski, Rafat Rola, Pawel Szulczyk

Zaktad Fizjologii Cztowieka, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Streszczenie

Utrzymanie sladu pamieciowego w pamieci ope-
racyjnej prawdopodobnie wigze sie z wystepowa-
niem stanéw przetrwalej depolaryzacji btony ko-
morkowej neuronéw kory przedczotowej. Wyste-
powanie standéw przetrwalej depolaryzacji zwigza-
ne jest z aktywacja neurondw dopaminergicznych
nakrywki brzusznej srodmoézgowia, ktore kontrolu-
ja neurony kory przedczotowej. Kanaly jonowe K*
dokomorkowe prostownicze (GIRK i IRK) i prze-
ciekowe s3 odpowiedzialne za regulacje potencja-
tu blonowego. W niniejszej pracy zbadano wiasci-
wosci kanatéw dokomorkowych prostowniczych
i przeciekowych w neuronach piramidowych kory
przedczotowej. Wykazano, ze kanaly jonowe typu
GIRK mogg by¢ hamowane po aktywacji receptora
dopaminergicznego D, w mechanizmie zaleznym
od kinazy biatkowej C, co prowadzi do depolaryza-
cji blony komdrkowej. Sugerujemy, ze w opisanym
mechanizmie dochodzi do przetrwalej depolaryza-
cji neuronéw piramidowych kory i utrzymywaniem
$ladu pamieciowego pamieci operacyjne;j.

Stowa kluczowe: kora przedczolowa, pamieé ope-
racyjna, receptor dopaminergiczny, kanaty jonowe
dokomdrkowe prostownicze, kanaty jonowe K* prze-
ciekowe

Abstract

Prefrontal cortex (PFC) pyramidal neurons se-
rve as a morphological substrate of working me-
mory. Persistent membrane depolarizations called
“up-states” and the accompanying persistent ac-
tivity of the prefrontal cortex pyramidal neurons
reflect working memory. Dopamine, the most im-
portant PFC modulator, is involved in the working
memory process. Voltage independent K* channels,
like inward rectifier channels (GIRK and IRK) and
leak channels, play a crucial role in determining the
resting membrane potential. In the present work,
we determined the properties of G-protein inward
rectifier channels (GIRK) and leak channels in pre-
frontal cortex pyramidal neurons and mechanism

of their regulation by dopamine receptors. It was
shown that GIRK channels are inhibited during ac-
tivation dopamine D, receptors in a protein kinase
C dependent fashion. We conclude that inhibition
of GIRK channels during activation of dopamine
receptors may lead to “up states” and persistent ac-
tivity of the prefrontal cortex pyramidal neurons.

Key Words: prefrontal cortex, working memory,
dopamine receptor, inward rectifier channels, leak
channels

Wstep

Kora przedczolowa jest morfologicznym substra-
tem pamieci operacyjnej. Utrzymywanie $ladu pa-
mieciowego zwigzanego z pamigcia operacyjng wig-
ze si¢ z wystepowaniem w neuronach kory przed-
czolowej standéw przetrwalej depolaryzacji, w czasie
ktorych neurony te generuja potencjaly czynnoscio-
we [1]. Kora przedczolowa otrzymuje liczne wejscia
dopaminergiczne z nakrywki brzusznej $rédmo-
zgowia. Zaréwno nadmiar, jak i niedob6r dopaminy
(w stanach hiper- i hipodopaminergicznych) w ko-
rze przedczotowej prowadzi do zaburzen funkcjo-
nowania pamieci operacyjnej [2, 3, 4, 5]. Nie zostalo
dotychczas wyjasnione, w jakim mechanizmie akty-
wacja receptorow dopaminergicznych prowadzi do
przetrwalej depolaryzacji neuronéw piramidowych
kory przedczotowej. Potencjal blonowy spoczynko-
wy zalezy gléwnie od aktywnosci kanatéw jonowych
kationowych aktywowanych przez hiperpolaryzacje
typu I, (HCN), kanaléw jonowych K* dokomoérko-
wych prostowniczych, oraz kanaléw jonowych K*
przeciekowych [6, 7]. Blokada tych kanatéw pro-
wadzi do depolaryzacji, a aktywacja do hiperpo-
laryzacji blony komoérkowej. Wymienione kanaty
jonowe wystepujg rowniez w blonie komdrkowe;j
neuronéw piramidowych. Ich funkcja moze by¢
modyfikowana przez neuroprzekazniki, czynniki
fizyczne i chemiczne. Celem naszej pracy bylo zba-
danie wlasciwosci oraz regulacji przez receptory do-
paminergiczne typu D, kanaléw jonowych K* typu
GIRK (G-protein activated inward rectifier channels)
oraz kanaléw przeciekowych (leak channels) w neu-
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ronach piramidowych kory przedczolowej szczura.
Hamowanie aktywnosci tych kanatéw moze poten-
cjalnie prowadzi¢ do, zaleznej od dopaminy, prze-
trwalej aktywnos$ci neuronéw piramidowych kory
przedczolowej.

Materialy i metody

Zbadano prady jonowe plynace przez pojedyncze
kanaty jonowe K* typu GIRK i kanaly jonowe K* prze-
ciekowe w neuronach piramidowych wyizolowanych
ze skrawkow kory przedczolowej szczuréw szczepu
Wistar w wieku 2-3 tygodni. Doswiadczenia przepro-
wadzane byly zgodnie z zasadami etycznymi wymie-
nionymi w odpowiednich przepisach polskich i UE.

Izolacja neurondéw piramidowych

Zwierzeta byly usypiane wziewnie chlorkiem ety-
lu, a nastepnie dekapitowane. Mdzgowie usuwano
i umieszczano na ok. 1 min w plynie preparacyjnym
o temperaturze 2-3°C i skladzie (mM): sacharoza
(200), KCI (2,5), NaH,PO, (1), glukoza (11), MgSO,
(4), HEPES (15), kwas kinureninowy (1), N-nitro-1-
arginina (1), glutation (0,1). Platy czotowe cigte byly
na skrawki o grubosci 400 um przy uzyciu wibrato-
mu. Skrawki przenoszono do komory zawierajacej
plyn inkubacyjny o nastgpujacym skladzie (mM):
NaCl (126), KCl (2,5), CaCl, (2) MgCl, (2) NaHCO,
(26) NaH_PO, (1,5), kwas mlekowy (1), N-nitro-I-
arginina (0,1), kwas kinureninowy (1), glukoza (10),
kwas askorbinowy (0,2), nasycany 95% O, i 5% CO,.
Przy uzyciu binokularu ze skrawkéw wycinano frag-
menty istoty szarej odpowiadajace korze przedczo-
fowej, ktére nastepnie poddane byly trawieniu en-
zymatycznemu w plynie z dodatkiem proteazy XIV
w czasie 18 minut i w temperaturze 32°C. Nastepnie
komorki rozpraszano mechanicznie przy uzyciu pi-
pet Pasteura o zmniejszajacej si¢ $rednicy koncéwek
w celu uzyskania pojedynczych neuronéw. Zawie-
sina pojedynczych komdrek umieszczona byta na
stoliku mikroskopu odwréconego, w komorze re-
jestracyjnej, w ktorej neurony omywano sztucznym
plynem zewnatrzkomérkowym.

Identyfikacja neuronéw

Za neurony piramidowe uznawano komorki
o piramidowym ciele i posiadajace charakterystycz-
ny apikalny dendryt [8].

Rejestracja pradow jonowych

Prady jonowe plynace przez pojedyncze kanaly jo-
nowe byly rejestrowane metoda stabilizacji potencjatu
w obrebie matego fragmentu blony komdrkowej (cell-
attached patch-clamp). Rejestracja pradéw jonowych
odbywata si¢ przy uzyciu wzmacniacza Axopatch 1D

i programu komputerowego Clampex 9.0. W trakcie re-
jestracji rozproszone komérki omywano ptynem o na-
stepujacym skladzie (mM): KCI (145), CaCl, (2), MgCl,
(2), glukoza (15), HEPES-CI (10), TTX (0,001), LaCl, (0,
003). pH ptynu wynosito 7,4, a osmolarno$¢ 330 mOsm/
kg H,O. W takim ptynie zewngtrzkomérkowym poten-
cjal blonowy wynosi 0 mV. Plyn wypelniajacy pipete
zawieral w mM: Kacetate (120), HEPES (10), MgCl,
(2), bloker potencjalozaleznych kanaléw jonowych Na*
- TTX (0, 001), blokery potencjalozaleznych kanatéw
jonowych K* — TEA-CI (20) i 4-AP (5), bloker kanatu
kationowego typu I, - ZD7288 (50 uM) oraz broker ka-
naléw jonowych Ca** (LaCl, 3 uM). pH utrzymywano
na poziomie 7,4 (z KOH), a osmolarnos¢ 320 mOsm/kg
H,O (z sacharozg). Zbadano wlasciwosci kanatéw jono-
wych typu GIRK i kanaléw przeciekowych, takie jak za-
lezno$¢ napieciowo-pragdowa, przewodnosc, sredni czas
otwarcia i prawdopodobienstwo otwarcia pojedynczego
kanatu jonowego. W celu analizy zalezno$ci napigciowo-
pradowej prad plynacy przez pojedyncze kanaly jonowe
rejestrowano przy roznych wartosciach potencjatu bto-
nowego tatki w zakresie od -100 do +75 mV. Przewod-
no$¢ pojedynczego kanatu obliczona byta na podstawie
nachylenia prostej dopasowanej do wykresu krzywej
zalezno$ci napigciowo-pradowej, zgodnie z réwnaniem
Q=I/V, gdzie Q - przewodnos¢, I - maksymalna ampli-
tuda pradu ptynacego przez kanat jonowy, V - potencjat
btonowy. Prawdopodobienstwo otwarcia wyrazone zo-
stalo jako stosunek czasu, w ktérym kanaly jonowe po-
zostaja otwarte do calkowitego czasu rejestracji zgodnie
z wzorem: NPo=t |/t . gdziet  oznacza catkowity
czas otwarcia kanau, a to ca1k0w1ty czas rejestracji.

W celu zbadania wplywu substancji farmako-
logicznie czynnych na badane kanaly jonowe, prad
plynacy przez pojedyncze kanaly jonowe rejestrowa-
no w warunkach kontrolnych, w trakcie omywania
badanej komoérki ptynem z dodatkiem substancji far-
makologicznie czynnej oraz po wypltukaniu substan-
cji z Srodowiska zewnatrzkomadrkowego. Substancje
farmakologicznie czynne dostarczane byly przez pi-
pete znajdujacg si¢ w poblizu badanej komorki.

Wyniki

Zbadano wlasciwosci kanatéw jonowych K*
w 131 fatkach w 131 neuronach piramidowych kory
przedczotowe;j.

Kanaly jonowe dokomdrkowe prostownicze typu
GIRK

W 60 tatkach (45,8%) wystepowaly kanaly jo-
nowe, ktorych wiasciwosci kinetyczne i farmako-
logiczne odpowiadaty kanalom typu GIRK. Kanaly
te charakteryzowaly si¢ niska aktywnos$cig pod-
stawowg (NPo~2, 5-107, n=60) i $rednim czasem
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otwarcia 0,53+0,05 ms. Ich przewodnos¢ wynosita
30,89+0,85 pS, 29,90+1,60 pS, 28,56+1,60 pS and
29,43+2,77 pS dla potencjatéw blonowych fatki 100, -
75,-50i-25mV (Rycina1A). Przywartoscipotencjalu
+50mV przewodno$¢ wynosita 2,03+0,71 pS. Kanaly
te byly blokowane przez tertiaping (selektywny blo-
ker kanaléow typu GIRK) podang do plynu wypelnia-
jacego pipete (NP0=0,94-10°+0,26-107, n=11) i ak-
tywowane przez baklofen (NP0=20,7-10°+1,8-107,
n=7). Podanie selektywnego agonisty receptora D
(SKF 383939, lub SKF 98959, 10 uM) do plynu ze-
wnatrzkomodrkowego powodowalo istotng staty-
stycznie odwracalng redukcje prawdopodobienstwa
otwarcia kanatéw jonowych typu GIRK (Rycina 1B).
NPo wynositlo odpowiednio w warunkach kontro-
Inych, w trakcie podawania agonisty receptora D1
i po 5 minutach po wyplukaniu agonisty: 3,1-10°+
0,9-107, 1,9-10°+0,4 i 3,3-10°+0,9-10 (Fr=13, 636,
p=0, 0004, n=25). Obserwowany efekt hamowania
aktywnosci kanaléw jonowych typu GIRK byt zno-
szony wowczas, gdy podanie agonisty receptora D,
poprzedzone bylo preinkubacja neuronéw z inhibi-
torami kinazy biatkowej C (calphostin C lub chele-
rythrine chloride) (Rycina 1C).

Kanaly jonowe dokomdrkowe prostownicze typu
IRK

W 7 tatkach (5,6%) stwierdzono obecnos¢ kana-
téw dokomérkowych prostowniczych, ktére posiada-
ty odmienne wiasciwosci kinetyczne niz kanaly typu
GIRK. Kanaly te charakteryzowaly si¢ przewodnoscig
w zakresie od 55 do 72 pS, czasem otwarcia od 1,1 do
1,5 ms i duzym prawdopodobienstwem otwarcia wy-
noszacym od 50-10°do 80-107 (Rycina 2C).

Kanaly jonowe K* przeciekowe

W 64 tatkach (48,8%) stwierdzono obecno$¢
kanaléw jonowych K* przeciekowych. Kanaly zali-
czone do grupy przeciekowych nie posiadaly wta-
$ciwosci prostowniczych i wykazywaly heterogen-
no$¢ pod wzgledem przewodnosci, czaséw otwar¢
i prawdopodobienstwa otwarcia. Sposréd kilku
podtypoéw kanaléw jonowych przeciekowych, ob-
serwowanych podczas doswiadczen, wstepnie wy-
rézniono dwie grupy.
1) Kanaly jonowe przeciekowe o krétkim czasie otwar-
ciai duzej przewodno$ci (47 tatek). Sredni czas otwar-
cia tych kanaléw jonowych wynosil 0,34+0,06 ms,
przewodnos$¢ 51,2+4,3 pS a prawdopodobienstwo
otwarcia NPo 9-10°+0,3-10° (Rycina 2A).
2) Kanaly jonowe przeciekowe o mniejszej prze-
wodnosci (39,0+0,76pS), ale o bardzo wysokim
prawdopodobienstwie otwarcia (NP0=0,7+0,03)
i dluzszym $rednim czasie otwarcia (1,1+0,35 ms,
17 tatek) (Rycina 2B).

Dyskusja

Badania immunocytochemiczne wykazaly
obecno$¢ w neuronach kory nowej dwoch typow
kanaléw jonowych dokomoérkowych prostowni-
czych Kir 2.0 (kanaty typu IRK) oraz Kir 3.0 (kana-
ty typu GIRK) oraz kilku podtypéw kanaléw jono-
wych przeciekowych [9, 10, 6]. Kanaly jonowe typu
GIRK odznaczaly sie wlasciwosciami dokomoérko-
wymi prostowniczymi, typowa dla kanatéw typu
GIRK przewodnoscig i czasem otwarcia. Kanaly
te charakteryzowaly sie niskg aktywnoscig podsta-
wowa, ktora ulegala znacznemu wzrostowi po ak-
tywacji zwigzanego z bialkiem G receptora GABA
typu B (baklofen). Dane literaturowe wskazuja, ze
kanaly jonowe typu GIRK moga by¢ modyfiko-
wane przez receptory metabotropowe w sposob
bezposredni - w mechanizmie zwigzanym z biona
za posrednictwem podjednostki By biatka G [11]
oraz za posrednictwem wtdérnych przekaznikéw
cytoplazmatycznych. W transdukeji sygnalu od
receptora do kanalu jonowego typu GIRK bierze
udzial fosfolipaza C, DAG, IP, i kinaza biatkowa
C. Znane sa takze miejsca fosforylacji czasteczki
kanatu jonowego typu GIRK przez kinaze¢ biatko-
wa typu C [12, 13, 14]. W badanych w niniejszej
pracy komorkach aktywacja receptora dopami-
nergicznego typu D, prowadzila do odwracalne-
go hamowania aktywnosci kanaléw jonowych K*
typu GIRK. W procesie tym najprawdopodobniej
zaangazowana byla kinaza biatkowa typu C, ponie-
waz inkubacja komdrek ze specyficznymi blokera-
mi kinazy biatkowej typu C (chelerythrine chlo-
ride i calphostin C) usuwatla zalezne od aktywacji
receptora D, hamowanie kanalu jonowego typu
GIRK. Wynik ten wskazuje, ze hamowanie kana-
léw jonowych typu GIRK moze by¢ fizjologicznym
podlozem zaleznej od dopaminy diugotrwalej de-
polaryzacji neuronéw piramidowych kory przed-
czolowej. W rejestracjach wykonanych z 64 tatek
obserwowano aktywno$¢ kanaléw jonowych K*
klasyfikowanych jako kanaty przeciekowe. Badania
immunohistochemiczne wykazujg obecnos¢ wneu-
ronach kory nowej, w tym kory przedczotowej, co
najmniej 4 podtypow kanaléw przeciekowych:
TWIK-1, TREK-1, TASK-3 i TRAAK [6]. Dane li-
teraturowe wskazuja, ze takze te kanaly moga by¢
modyfikowane przez receptory metabotropowe
w mechanizmie zaleznym od wtérnych przekaz-
nikéw cytoplazmatycznych. Stwierdzono miedzy
innymi hamowanie tych kanaléw przez serotonine,
noradrenaline, acetylocholing, substancje P i TRH
w réznych typach neuroné6w w mechanizmie zalez-
nym od kinazy biatkowej A, fosfolipazy C i kinazy
biatkowej C [6, 15, 16].
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Podziekowania
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Rycina 1. A. Rejestracja pradow ptynacych przez
kanaly jonowe typu GIRK przy réznych wartosciach
potencjatu blonowego (a, po lewej). Fragment zapisu
z wydluzong podstawa czasu uwidacznia przeptyw
pradu przez pojedynczy kanal jonowy. b. Zaleznos¢
napigciowo-pragdowa badanego kanalu jonowego. B.
Wplyw agonisty receptora D, (SK 38393) na praw-
dopodobienstwo otwarcia kanaléw jonowych typu
GIRK. a. Rejestracje pradéw wynikajacych z otwarcia
pojedynczych kanaléw jonowych typu GIRK w wa-
runkach kontrolnych, w trakcie podawania selek-
tywnego agonisty receptora D, (SK 38393) i po wy-
plukaniu agonisty. b. Srednie prawdopodobienstwo
otwarcia kanatéw jonowych typu GIRK w warunkach
kontrolnych, w trakcie podawania SKF 38393 i po
wyplukaniu agonisty. C. Wplyw selektywnego inhi-
bitora kinazy bialkowej C - chelerytryny na praw-
dopodobienstwo otwarcia kanaléw jonowych typu
GIRK. a. Rejestracje pradéw wynikajacych z otwarcia
pojedynczych kanaléw jonowych typu GIRK w wa-
runkach kontrolnych, w trakcie podawania selektyw-
nego inhibitora kinazy biatkowej C - chelerytryny

oraz w trakcie podawania chelerytryny i SKF 38393.
b. Srednie prawdopodobiefistwo otwarcia kanatéw
jonowych typu GIRK w warunkach kontrolnych,
w trakcie podawania chelerytryny i w trakcie poda-
wania chelerytryny z SKF 38393.
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Ca Rycina 2. Przyklady
rejestracji  aktywnosci

kanaléw jonowych K*
niezaleznych od poten-
cjalu. A. Kanal jonowy
—— e | przeciekowy o krotkim
$rednim czasie otwarcia
i wysokiej aktywnosci.
a. Rejestracje pradéw
™| wynikajacych z otwarcia
pojedynczych kanalow
jonowych. b. Zaleznos¢
napieciowo-pradowa
zarejestrowanego kana-
tu jonowego. B. Kanal
jonowy przeciekowy
o dlugim czasie otwarcia.
a. Rejestracje  pradow

wynikajacych z otwarcia

pojedynczych kanatow
jonowych typu GIRK b. Zalezno$¢ napieciowo-pra-
dowa zarejestrowanego kanatu jonowego. C. Kanatl
jonowy K* o wlasciwosciach dokomdrkowych pro-
stowniczych, o dluzszym czasie otwarcia i wigkszej
aktywnosci niz kanatl jonowy typu GIRK.
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Dlugotrwala ekspozycja na erytropoetyne
lub estradiol moduluje kinetyke GABAergicznych
pradow synaptycznych

Long-term treatment with estradiol or erythropoietin modulates
the kinetics of GABAergic synaptic currents

Tomasz Wojtowicz, Katarzyna Lebida, Jerzy W. Mozrzymas
Samodzielna Pracownia Biofizyki Uktadu Nerwowego, Akademia Medyczna, Wroctaw

Streszczenie

Odkrycie syntezy estradiolu i erytropoetyny
w moézgu dato nowe spojrzenie na wptyw tych po-
wszechnych modulatoréw na komorki nerwowe.
W szczegdlnosci obecnos$¢ endogennej mdzgowej

puli tych zwigzkéw implikuje ich prawdopodob-
ng role w funkcjonowaniu ukladu nerwowego.
Dotychczasowe badania skupialy si¢ na wptywie
tych zwiazkéw na dojrzaty uklad nerwowy. Po-
niewaz jednak estradiol i erytropoetyna oddzia-
tuja na uklad nerwowy dlugoterminowo, a system
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GABAergiczny przechodzi najwicksze zmiany
wraz z wiekiem, powstaje pytanie, czy zwigzki te
nie modulujg pracy sieci nerwowej rozwijajacego
sie mézgu. Dotychczas zagadnienie to nie zostalo
poznane i w tym celu w niniejszej pracy zbada-
no, czy dlugoterminowa ekspozycja na estradiol
lub erytropoetyne ma wplyw na hamujaca GA-
BAergiczng transmisje synaptyczna w rozwijaja-
cym sie mdzgu. Prezentowane wyniki wskazuja,
ze estradiol i erytropoetyna moga by¢ modula-
torami GABAergicznej transmisji synaptycznej
w tym okresie. W szczego6lnosci, uzyskane wyniki
pozwalaja wnioskowac, ze przechodzaca glebokie
przemiany z wiekiem GABAergiczna transmisja
synaptyczna jest szczegélnie podatna na modu-
lacje w poczatkowej fazie rozwoju. Najsilniejszy
wplyw obu badanych zwiazkéw dotyczyt okresu,
kiedy kinetyka GABAergicznych pradéw synap-
tycznych wykazuje fenotyp niedojrzaly (niska
czestotliwos¢, wolna kinetyka).

Stowa kluczowe: receptory GABAA, 17B-estradiol,
erytropoetyna, patch-clamp, mIPSC

Abstract

The discovery of estradiol and erythropoietin
synthesis in the brain gave a new perspective on
the influence of those common modulators on
neurons. In particular, the presence of an endog-
enous brain pool of those biochemicals supports
their possible role in the functioning of the ner-
vous system. To date, most of the research has been
carried out in the nervous system of adult animals.
However, both estradiol and erythropoietin inter-
act with neurons in a long-term fashion. Since the
GABAergic system undergoes profound changes
during brain development, it is interesting to ex-
amine whether these compounds may affect such
transmission during this unusual time period. This
interesting issue has not been studied so far. For
this purpose, we investigated whether long-term
exposure to estradiol or erythropoietin affected
GABAergic transmission in the developing brain.
Our results clearly show that both compounds
may be modulators of GABAergic transmission.
In particular, we show that GABAergic transmis-
sion is susceptible to modulation at an early period
of development when the GABAergic phenotype
is immature (low frequency and slow kinetics of
mIPSCs).

Key Words: GABAA receptors, 17B-estradiol, eryth-
ropoetine, patch-clamp, mIPSC

Wstep

Estrogeny to steroidowa grupa pochodnych cho-
lesterolu, ktére fatwo dyfunduja przez blone i moga
by¢ akumulowane w komoérkach organizmu. Naj-
powszechniejszym hormonem z grupy estrogenéw
jest estradiol. Do niedawna uwazano, ze hormon
ten tworzony w gonadach i krazacy we krwi osiaga
o$rodkowy uklad nerwowy dopiero po przekrocze-
niu bariery krew-moézg. Odkrycie aromatazy, enzy-
mu syntezujacego estradiol, w neuronach [1], po-
zwolilo zidentyfikowa¢ moézgowa, endogenng pule
tego hormonu, ktérej rola w funkcjonowaniu sieci
nerwowej jest dotychczas niepoznana. Wysokie ste-
zenia estradiolu w mozgu i obecno$¢ receptoréw
estrogenowych w wigkszosci struktur mézgu wska-
zuja na mozliwo$¢ bezposredniego oddzialywania
estradiolu na funkcjonowanie neurondéw.

Erytropoetyna (Epo) jest krwiopochodnym
czynnikiem wzrostu i cytoking, stymulujaca ery-
tropoeze [2]. Poza rolg w procesie réznicowania
erytrocytow, jest zaangazowana w rozwoj, ochrone
i naprawe uktadu nerwowego. W szczegdlnosci Epo
pojawia si¢ w zagadnieniu neuroprotekcji. Podob-
nie jak estradiol, Epo moze by¢ syntezowana lo-
kalnie w mézgu i oddzialywa¢ na tkanke nerwowa
poprzez odpowiednie receptory (EpoR). Co wig-
cej, poziom ekspresji Epo i EpoR wzrasta w okresie
rozwoju mozgu, wskazujac na jej potencjalng role
w tym zlozonym procesie [2].

W dorostym moézgu kwas y-aminomastowy
(GABA) aktywuje jonotropowy receptor GA-
BAA, przepuszczalny dla jonéw CI' i HCO;.
W trakcie rozwoju mézgu, uktad GABAergiczny,
ktéry odgrywa role hamujacg, przechodzi glebo-
kie zmiany, za$ stezenie estradiolu we krwi zmie-
nia si¢. Istnieja doniesienia, ze estradiol moze by¢
zaangazowany zarOwno w procesy synaptogene-
zy i plastycznosci synaptycznej [3], jak i, poprzez
wplyw na ekspresje enzymu kluczowego dla syn-
tezy GABA (dekarboksylazy kwasu glutaminowe-
go, GAD), wplywa¢ na pule dostepnego GABA
[4]. Co wiecej, ostatnie doniesienia wskazujg na
bezposrednie oddzialywanie estradiolu z komor-
kami nerwowymi w ciggu minut [5]. Estradiol jest
jednak obecny przez caly czas i poza efektem bez-
posrednim moze w sposob dlugofalowy oddzia-
tywa¢ na uktad nerwowy. Dotychczas wszystkie
badania wykonywane byly na zwierzetach doro-
stych. Z kolei najwieksze zmiany w ukladzie GA-
BAergicznym zachodza we wczesnych fazach roz-
woju. Z tego powodu w niniejszej pracy zbadano,
czy najpowszechniejsza forma estradiolu, 1703-
estradiol, wptywa na GABAergiczng transmisje
synaptyczng w rozwijajacym si¢ méozgu w okresie
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krytycznym dla formowania systemu GABAer-
gicznego. Poniewaz wplyw Epo na transdukcje
synaptyczna jest stabo poznany w niniejszej pracy
postanowiono sprawdzi¢, czy Epo ma wplyw na
transmisje GABAergiczng synaptyczng w modelu
rozwijajacej si¢ sieci neuronalne;j.

Materialy i metody

Model badan 17f -estradiolu

W celu zbadania dlugoterminowego wplywu
17B-estradiolu na GABAergiczng transmisje sy-
naptyczng w rozwijajacym si¢ mozgu wykorzysta-
no trzydniowe szczury rasy Wistar, ktore w obrebie
miotu dzielono na dwie grupy. Grupa kontrolna
otrzymywala dootrzewnowe zastrzyki roztworu
soli fizjologicznej, grupa za$ badana 17p-estradiol
w stezeniu 900 pg/kg masy ciala w tym samym roz-
tworze codziennie przez caly okres trwania badan.
Stosowanie takiego rezimu farmakologicznego
podnosi kilkakrotnie stezenie estradiolu we krwi
(niepublikowane obserwacje wlasne). Nastepnie
dokonywano pomiaréw elektrofizjologicznych
w skrawkach moézgowych zwierzat w trzech gru-
pach wiekowych: 9-13 dni po urodzeniu (P9-13),
14-21 oraz powyzej 22 (P22+). Grupy wiekowe
ustalono arbitralnie w oparciu o wiedze literaturo-
wa w zakresie rozwojowych zmian systemu GABA-
ergicznego, takich jak kinetyka pradow GABAer-
gicznych i poziom ekspresji synaptycznych podjed-
nostek receptora GABAA.

Pomiary elektrofizjologiczne dokonywane byly
w skrawkach moézgowych badanych zwierzat. Po de-
kapitacji, mézg zanurzano w lodowatym (2°C) roz-
tworze o nastepujacym skladzie (w mM): 87 NaCl,
25 NaHCO,, 2,5 KCl, 1,25 NaH PO,, 0,5 CaCl,
7 MgCl, 75 sacharozy, 25 glukozy, pH 7,4. Skraw-
ki mdzgowe o grubosci 400 pm inkubowano w ko-
morze zawierajacej sztuczny pltyn mdzgowo rdze-
niowy (ACSF) o nastepujacym skladzie (w mM):
125 NaCl, 25 NaHCO,, 2,5 KCl, 1,25 NaH,PO,, 2
CaCl,, 1 MgCl,, 25 glukozy, pH 7,4. Wszystkie roz-
twory w sposob ciagly natleniane byly mieszaning
95% CO,i 5% O,. W warunkach symetrycznego
rozktadu jonéw CI-, dokonywano pomiaréw w ko-
morkach piramidalnych struktury CAl hipokam-
pa, bogatej w synapsy GABAergiczne. Mikropipete
szklang, wypelniong roztworem (w mM): 140 KCl,
1 MgCl,,0,5 EGTA, 10 HEPES, 4 MgATP, pH=7, 3,
o opornosci 3-4, 5 MQ wykorzystano do pomiaréw
w konfiguracji whole-cell voltage-clamp przy ustalo-
nym napieciu (-70 mV). Komoérki rozrézniano wi-
zualnie w stratum piramidale formacji hipokampa
oraz badajac wzorzec wytadowan w odpowiedzi na
impuls depolaryzujacy.

Model badan Epo

Aby zbada¢ wplyw Epo na rozwijajacy sie sie¢
neuronalng, wykorzystano hipokampalng hodowle
neuronalng in vitro, wykonang jak opisano w [6].
Hodowle komoérkowe podzielono arbitralnie na
trzy grupy wiekowe: 6-8, 9-11 i 12+ dni in vitro
(DIV). W wybranym okresie system GABAergiczny
inkubowanych in vitro komérek nerwowych prze-
chodzil zmiany podobne do tych obecnych in vivo
[7]. W tak skonstruowanym modelu rozwijajacego
sie uktadu GABAergicznego zbadano wplyw Epo
(20 U/ml) obecnej w medium hodowlanym przez
48 hi72 h przed pomiarami elektrofizjologicznymi.
Do badan uzyto roztwordéw opisanych w [7].

Pomiary elektrofizjologiczne

W trakcie wszystkich pomiaréw kontrole $ro-
dowiska zewnatrzkomdrkowego zapewniono po-
przez system perfuzji zakonczony szklang pipeta
o przekroju 0,5 mm, umieszczong w okolicy ba-
danej komorki nerwowej. Badania transmisji sy-
naptycznej GABAergicznej dokonywano poprzez
analize GABAergicznych pradéw synaptycznych
oraz tonicznych. Prady synaptyczne izolowano
farmokologicznie poprzez podanie do $rodowiska
zewnatrzkomorkowego tetrodotoksyny (1 uM),
DNQX (20 pM) i CGP (1 uM). Pomiaréw pradu
tonicznego generowanego przez pozasynaptyczng
pule receptoréw GABAA dokonano po farmakolo-
gicznej izolacji wybranych kanatéw jonowych. Pra-
dy glutaminanergiczne oraz pochodzace z metabo-
tropowych receptorow GABAB zablokowano po-
przez zastosowanie odpowiednio DNQX (20 uM)
i CGP (1 uM). Potencjaly czynnosciowe blokowano
poprzez podanie do $rodowiska zewnatrzkomor-
kowego tetrodotoksyny (1 pM), nastepnie zas blo-
kowano synaptyczne receptory GABAA poprzez
zastosowanie gabazyny w stezeniu 0,5 uM. Osta-
tecznie, po zastosowaniu powyzszych czynnikéw,
stosowano nasycajacag dawke niekompetycyjnego
i nieselektywnego dla réznych podtypow receptora
GABAA blokera tychze receptoréw — pikrotoksyny,
w stezeniu 100 uM. Zmiana polozenia linii bazowej
jest proporcjonalna do przewodnictwa receptorow
GABAA, ktére w danej chwili byly aktywne. Miarg
amplitudy pradu tonicznego generowanego przez
pozasynaptyczne receptory GABAA s3a rdznice
polozenia $redniej linii bazowej w warunkach po-
dawania GBZ i PTX. Warto$ci zmierzonego pradu
tonicznego przedstawiono z uwzglednieniem po-
jemnosci blony badanej komoérki nerwowej i przed-
stawiono w jednostkach arbitralnych. Sygnaty po
wzmocnieniu wzmacniaczem typu MultiClamp
700B rejestrowano przy uzyciu karty akwizycyjnej
(Axon Instruments Digidata 1322) wspolpracujacej
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z komputerem PC i analizowano przy uzyciu de-
dykowanego oprogramowania pClamp 9.2 (Axon
Instruments).

Wyniki

Elektrofizjologiczna charakterystyka miniaturo-
wych hamujacych pradéw synaptycznych (mIPSCs)
Minijaturowe hamujace GABAergiczne prady
synaptyczne (mIPSCs) powstaja w wyniku spon-
tanicznej egzocytozy pecherzykow synaptycznych
zawierajacych kwas y-aminomastowy (GABA) do
przestrzeni synaptycznej i aktywacji receptoréw
GABAA w blonie postsynaptycznej. Ze wzgledu na
fakt, iz posiadaja wszystkie cechy typowego pradu
synaptycznego, s3 powszechnie stosowanym mode-
lem badan transmisji synaptycznej. W zakresie ba-
dan estradiolu w niniejszej pracy dokonano analizy
poréwnawczej mIPSCs rejestrowanych w skraw-
kach moézgowych zwierzat kontrolnych i badanych
w wieku 9-45 dni po urodzeniu w warunkach syme-
trycznego rozkladu jonéw Cl". Jedna z cech rozwo-
jowych ukladu GABAergicznego jest wzrost czgsto-
tliwosci pradow synaptycznych wraz z wiekiem [8].
Taka zalezno$¢ obserwowano w badanych grupach
wiekowych (Rycina 1A). Mianowicie w warunkach
kontrolnych czestotliwos¢ mIPSCs w grupie 9-13
wyniosta 0,14+0,02 Hz (n=28) i zwiekszyla si¢ czte-
rokrotnie z wiekiem. W obecnosci podwyzszonego
stezenia 17B-estradiolu w najmlodszej grupie zwie-
rzat (P9-13) zaobserwowano wzrost czestotliwosci
mIPSCs o okoto 60% (Rycina 1A). Bezwzgledna
amplituda mIPSCs rejestrowana w komorkach
piramidalnych wyniosta w grupie P9-13 $rednio
34+2,23 pA (n=27) i wraz z wiekiem rosta (Rycina
1B). W grupach badanych P9-13 i P14-21 amplitu-
da mIPSCs byta wigksza o odpowiednio 22% i 18%
wzgledem grupy kontrolnej (Rycina 1B).

Analiz¢ kinetyczng mIPSCs wykonano na
usrednionych  przebiegach  zarejestrowanych
mIPSCs. Jednym z parametréw charakteryzujg-
cych mIPSCs jest czas narastania pragdu, mierzony
jako czas potrzebny do zmiany warto$ci nateze-
nia pradu w zakresie 10-90% amplitudy mIPSC
(10%-90% rise-time). Analiza czasu narastania
wykazala istotne zmiany charakteru pradow sy-
naptycznych z wiekiem. Mianowicie w grupie
P9-13 maksymalna amplituda mIPSCs osiggana
jest znacznie pdzniej niz w innych grupach wie-
kowych (Rycina 2A). Uwaza sie, ze jest to jedna
z cech ,niedojrzalego” uktadu GABAergicznego.
W grupie badanej zaobserwowano istotne 23%
przyspieszenie czasu narastania mIPSCs wzgle-
dem grupy kontrolnej (Rycina 2A).

Po wydzieleniu agonisty (co jest procesem nie-

zwykle szybkim) czas przebywania GABA w sy-
napsie jest bardzo krotki — okoto 100 ps [9]. Czas
zaniku mIPSC jest znacznie dluzszy, co wskazuje
na to, iz ta faza przebiegu mIPSC $cile zalezy od
kinetyki receptoréw postsynaptycznych. Kinetyka
deaktywacji pradu synaptycznego ma charakter
eksponencjalny i mozna ja opisac $rednig stalg cza-
sowg deaktywacji. Analiza tego parametru wyka-
zala, Ze prady mIPSCs rejestrowane w komoérkach
piramidalnych w wieku P9-13 w grupie kontrolnej
deaktywujg w czasie 33,58+0,91 ms (n=28). Wraz
z wiekiem $redni czas deaktywacji ulegal skréce-
niu, co jest znanym markerem zmian rozwojowych
systemu GABAergicznego i wynika miedzy inny-
mi ze wzrostu udzialu podjednostki al w postsy-
naptycznych receptorach GABAA (Rycina 2B) [8].
W grupie badanej zaobserwowano przyspieszenie
stalej czasowej w grupie P9-13 o okoto 14%.

Badania wplywu Epo na uklad GABAergiczny
dokonano w modelu rozwijajacej si¢ hipokampalne;
hodowli neuronalnej in vitro. Aby zbada¢, czy Epo
zmienia charakterystyke systemu GABAergicznego
z wiekiem, dokonano analizy poréwnawczej naj-
wazniejszych parametréw mIPSCs rejestrowanych
w hodowli kontrolnej i eksponowanej przez 48 h
i 72 h przed pomiarami na Epo. Analiza mIPSCs
w w/w hodowlach komoérkowych in vitro poka-
zuje, ze Epo w rozwazanym modelu nie wplywa
znaczgco na czestotliwos¢ czy amplitude mIPSCs
w badanych grupach wiekowych (6-8, 9-11 i 12+
DIV, dane nie pokazane). Analiza kinetyki mIPSCs
wskazuje za$, ze ekspozycja na Epo powoduje skro-
cenie stalej czasowej deaktywacji mIPSCs. Efekt ten
jest najsilniejszy w grupie 6-8 DIV ($rednio okoto
20%) i maleje wraz z wiekiem (Rycina 3).

Elektrofizjologiczna charakterystyka pradu to-
nicznego w skrawkach mozgowych

Wiadomo, Ze przewodnictwo stacjonarne chlor-
kowe w dorostym moézgu jest silnym regulatorem
pobudliwosci i im wigksze to przewodnictwo, tym
wigksza inhibicja w sieci neuronalnej (mniejsze
prawdopodobienstwo wywolania potencjatéw czyn-
nosciowych). Obecnie uwaza sie, ze prady fazowe
synaptyczne, cho¢ liczne, niosg relatywnie mniej fa-
dunku przez blong. O stacjonarnym przewodnictwie
chlorkowym za$ decyduje prad toniczny, ktéry moze
ulega¢ modulacji poprzez czynniki modulatorowe
(np. hormony, stezenie GABA w ptynach zewnatrzko-
morkowych) i ktéry odgrywa kluczowa role w funk-
cjonowaniu hamowania w mézgu [10]. Powstaje on
w wyniku aktywacji gloéwnie pozasynaptycznych
receptorow GABAA przez agoniste docierajacego
z synapsy (GABA osiaga stezenie okoto tysigckrotnie
mniejsze niz w synapsie). Aktywacja receptoréw po-
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zasynaptycznych przy tak niskich stezeniach agonisty
jest mozliwa, gdyz posiadaja one inny niz w synapsie
sklad podjednostkowy, zapewniajacy im wyzsze po-
winowactwo do agonisty.

Przyklad rejestracji pradu tonicznego przedsta-
wiony zostal na Rycinie 4A. Analiza pradu toniczne-
g0 generowanego przez pozasynaptyczne receptory
GABAA w odpowiedzi na endogenne GABA zmie-
nia sie wraz z wiekiem, przy czym najwigksza ampli-
tuda pradu tonicznego obserwowana jest u mlodych
zwierzat P9-13 i ulega zmniejszeniu wraz z wiekiem
(Rycina 4B). W grupie badanej P9-13 rejestrowano
prad toniczny o amplitudzie srednio 60% wigkszej
niz w grupie kontrolnej. W pozostatych grupach
wiekowych nie obserwowano zmian (Rycina 4B).

Dyskusja

Zaprezentowane wyniki wskazuja, ze w rozwaza-
nych modelach doswiadczalnych estradiol i erytro-
poetyna mogg oddziatywa¢ na ukltad GABAergicz-
ny w trakcie jego formowania, przy czym ze wzgle-
du na réznice w modelach wyniki przedyskutowane
zostang rozdzielnie.

Dzialanie estradiolu jest $cisle zwiazane z wie-
kiem badanych zwierzat, a zatem i ze stadium roz-
woju systemu GABAergicznego. Jak pokazano na
Rycinach 1 i 2, parametry transmisji synaptycz-
nej GABAergicznej ulegaja zmianie progresyw-
nie z wiekiem, zgodnie z danymi literaturowymi
[8]. Uzasadnia to wybor okien czasowych (wieku
zwierzat) do badan. Najwieksze zmiany wywota-
ne obecnoscig podwyzszonego stezenia hormonu
widoczne s3 w najmltodszej grupie zwierzat (P9-
13), w okresie, kiedy uklad GABAergiczny jest
daleki od fenotypu dojrzalego (niska czestotli-
wos¢ i powolna kinetyka mIPSCs, Rycina 1 i 2).
Fakt zmiany czestotliwosci mIPSCs w grupie ba-
danej P9-13 (Rycina 1A) moze $wiadczy¢ o zmia-
nie presynaptycznej, zwigzanej prawdopodobnie
z modyfikacja egzocytozy pecherzykéw synap-
tycznych, nie mozemy jednak wykluczy¢ zwigk-
szenia liczby synaps. Zwiekszenie amplitudy
mIPSCs w grupie badanej P9-13 moze potwier-
dza¢, ze warunki panujace w synapsie w stosun-
ku do grupy kontrolnej uleglty zmianie (Rycina
1B). Zmiana amplitudy moze réwniez wynikac
ze zmiany ilosci aktywowanych przez porcje ago-
nisty receptorow GABAA. Niewykluczone wiec,
ze obecno$¢ podwyzszonego stezenia estradiolu
ma wplyw na cze$¢ postsynaptyczng. Potwierdza
to analiza kinetyczna mIPSCs w grupie badane;j.
Przyspieszenie kinetyki mIPSCs w grupie P9-13
w zakresie zardwno czasu narastania, jak i deak-
tywacji moze §wiadczy¢ o zmianach w zakresie na

przyktad skladu podjednostkowego (Rycina 2).
Warto podkresli¢, ze powyzsze badania dotycza
dlugoterminowego wplywu estradiolu i zaréwno
scenariusz wplywu na strukture synaptyczna, jak
i ekspresje receptorow GABAA jest mozliwy. Co
wiecej, zaréwno badania prowadzone w naszym
laboratorium [7], jak i analizy innych autorow
wskazujg, ze zmiana ekspresji kluczowych dla
transmisji synaptycznej podjednostek receptora
GABAA w rejonie hipokampa nie jest oczywista
i nie jest zapewne jedynym, jezeli w ogole, me-
chanizmem prowadzagcym do obserwowanych
zmian. Istotna obserwacjg jest fakt, ze zmiany
wywolane obecnoscig estradiolu w grupie P9-13
sg glebokie i siegajg poza synapse. Zarejestrowano
bowiem zmieniong amplitude pradu tonicznego,
generowanego przez pozasynaptyczne receptory
GABAA (Rycina 4B). Poniewaz pojemno$¢ blony,
ktora jest wprost proporcjonalna do powierzchni
blony nie ulegla zmianie (dane niepokazane), na-
lezy sadzi¢, ze i w tym rejonie komorki piramidal-
nej nastepujg w wieku P9-13 zmiany na poziomie
receptoréw i/lub stezenia GABA.

Warto podkresli¢, ze badania natywnych i rekom-
binowanych receptoréw GABAA z zastosowaniem
techniki ultraszybkiej perfuzji wskazuja, zZe dyna-
miczne warunki, w jakich aktywowane sg receptory
GABAA w synapsie, sg kluczowe dla dziatania ago-
nistow receptora GABAA, takich jak leki z grupy
benzodiazepin [11]. Badania z zastosowaniem tych
lekéw pozwolity pokazaé, ze ze wzgledu na dyna-
miczne warunki panujace w synapsie, charakter
pradéw GABAergicznych jest nie tylko zalezny od
stezenia GABA, lecz takze od czasu ekspozycji na
agoniste [11]. Dlatego zmiana w strukturze synapsy
moze mie¢ rowniez udzial w generowaniu mierzal-
nych zmian w ukladzie GABAergicznym. Mozna
sobie wyobrazi¢, ze zwiekszenie powierzchni egzo-
cytozy pecherzykow synaptycznych (powierzchni
czedci presynaptycznej) mogloby sprzyjaé utrzymy-
waniu tego samego, wysokiego stezenia GABA, ale
na wiekszej powierzchni, zmieniajac czas ekspozycji
grup receptoréw. Zwigkszenie powierzchni emisji
GABA zwigkszaloby ilos¢ aktywowanych recepto-
réw, wymagajacych wysokiego GABA do aktywacji,
w wyniku czego obserwowano by wzrost amplitudy
mIPSCs (Rycina 1B). Powigkszenie pola dostepno-
$ci GABA mogloby sprzyja¢ aktywacji pozasynap-
tycznych receptoréw GABAA, ktorych wiecej akty-
wowaloby sie w tym samym czasie, co przejawialoby
sie wieksza amplitudg pradu tonicznego (Rycina 4B).
Wykonane badania jednak nie rozstrzygaja, ktory ze
scenariuszy jest prawdziwy i wszystko wskazuje na
to, ze oddzialywanie badanego hormonu na uklad
nerwowy w rozwazanym modelu jest zlozony.
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Poniewaz zaréwno parametry GABAergicznych
pradéw fazowych, jak i tonicznych uleglty w bada-
nym modelu modyfikacji w obrebie waskiego okna
czasowego (P9-13), nalezy sadzi¢, ze estradiol moze
by¢ zaangazowany w tym okresie w formowanie
ukladu GABAergicznego. Co wigcej, charakterysty-
ka czestotliwosci i kinetyki mIPSCs w najmlodszej
grupie wiekowej w wyniku traktowania estradiolem
bardziej przypomina t¢ z nastepnej grupy wiekowe;j.
Moze to wskazywa¢, ze obecno$¢ wysokiego steze-
nia estradiolu sprzyja ,,dojrzewaniu” ukladu GA-
BAergicznego, jednak jedynie we wczesnym okresie
rozwoju, gdyz jak pokazuja niniejsze badania mo-
delowe, z wiekiem wrazliwos¢ na estradiol zmniej-
sza si¢. Niniejsze badania pozwalaja takze sadzic,
ze estradiol moze modyfikowa¢ morfologie synaps
GABAergicznych w rozwijajacym si¢ moézgu.

Uzyskane dla Epo wyniki (przyspieszenie sta-
tej czasowej deaktywacji mIPSCs w najmlodszej
badanej hodowli komoérkowej) pozwalajg sadzic,
ze podobnie jak w przypadku estradiolu, prawdo-
podobnie istnieje okno czasowe w trakcie rozwoju
systemu GABAergicznego, kiedy jest on szczegoélnie
podatny na modulacje przez czynniki endogenne.
Pozwalajg tez pryzpuszczac, ze wptyw Epo na mIP-
SCs jest mniej rozlegly niz estradiolu. Nalezy jednak
pamigtac, ze wyniki uzyskiwano w dwéch réznych
modelach do$wiadczalnych. Niemniej jednak skoro
o fadunku niesionym przez blon¢ decyduje gtéwnie
czas deaktywacji mIPSCs, a nie np. amplituda, moz-
na podejrzewacd, ze Epo moze by¢ réownie istotnym
modulatorem pobudliwosci w sieci neuronalnej jak
estradiol. Zwraca uwage fakt, ze podobnie jak estra-
diol Epo moduluje wlasciwosci mIPSCs w okresie,
kiedy fenotyp systemu GABAergicznego jest nie-
dojrzaly i przechodzacy glebokie zmiany.
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Rycina 1. Wplyw dlugoterminowego wptywu 17f-
estradiolu na mIPSCs rejestrowane w skrawkach
moézgowych zwierzat w réznych grupach wieko-
wych. A. Statystyka czestotliwosci mIPSCs. B. Sta-
tystyka amplitudy mIPSCs. Wyniki uzyskano z co
najmniej n=14 komorek. BE-estradiol.
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Rycina 2. Wptyw diugoterminowego wptywu 17f-
estradiolu na kinetyke mIPSCs rejestrowanych
w skrawkach mdzgowych zwierzat w réznych gru-
pach wiekowych. A. Statystyka 10%-90% rise-time.
B. Statystyka $rednich statych czasowych deaktywa-
cji mIPSCs. Wyniki uzyskano z co najmniej n=14
komorek. BE-estradiol.
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Rycina 3. Wplyw Epo na kinetyke deaktywacji
mIPSCs rejestrowanych w hipokampalnej hodow-
li neuronalnej in vitro. Wyniki uzyskano z co naj-
mniej n=7 komorek.
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Rycina 4. Wptyw diugoterminowego wptywu 17f-
estradiolu na prad toniczny rejestrowany w skraw-
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kach moézgowych zwierzat w roznych grupach
wiekowych. A. Przykladowa rejestracja pradu to-
nicznego generowanego przez pozasynaptyczne
receptory GABAA w odpowiedzi na endogenne
GABA. B. Statystyka wtasnosci pradu tonicznego.
Objasnienia wyliczania wartos$ci pradu tonicznego
w tekscie. Wyniki uzyskano z co najmniej n=4 ko-
morek. BE-estradiol.
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Wielokrotne podania imipraminy ostabiaja transmisje
glutaminianergiczng w korze mdzgowej szczura

Repeated administration of imipramine attenuates glutamatergic
transmission in rat cerebral cortex

Joanna Wabno', Krzysztof Tokarski', Bartosz Bobula', Grzegorz Hess"?
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Streszczenie

Badania ostatnich lat wskazuja, ze zaburzenia
przekaznictwa glutaminianergicznego moga odgry-
wacistotna role w patofizjologii choréb afektywnych,
a wspolny mechanizm terapii przeciwdepresyjnych
moze mie¢ zwigzek ze zmianami funkcji ukladu
glutaminianergicznego. Celem przeprowadzonych

eksperymentow bylo zbadanie wptywu wielokrot-
nego podawania tréjcyklicznego leku przeciwde-
presyjnego — imipraminy (w dawce 10 mg/kg masy
ciala, 2 razy dziennie przez 14 dni) — na przekaznic-
two synaptyczne w skrawkach kory czolowej szczu-
ra ex vivo. Wielokrotne podania leku spowodowaty
obnizenie $redniej czestotliwosci oraz amplitudy,
a takze zmiane ksztaltu, spontanicznych postsy-
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naptycznych pradéw pobudzajacych (sEPSCs), re-
jestrowanych z neurondéw piramidalnych warstwy
II/11T kory czotowej. Wyniki te wskazuja, ze w korze
modzgowej imipramina wywoluje modyfikacje pre-
oraz postsynaptyczne, polegajace na zmniejszeniu
wydajnosci procesu uwalniania pecherzykéw neu-
roprzekaznika oraz zmianach reaktywnosci postsy-
naptycznych receptoréw AMPA /kainowych.

Stowa kluczowe: tréjcykliczne leki przeciwdepresyj-
ne, kora nowa, skrawki mozgu, receptory AMPA/ka-
inowe, receptor NMDA

Abstract

Recent work indicates that abnormalities in
glutamatergic transmission may play an important
role in the pathophysiology of mood disorders and
that a common mechanism of antidepressant the-
rapies may involve modifications in the function
of the glutamatergic system. The present study
was aimed at finding the effects of repeated admi-
nistration of a tricyclic antidepressant, imiprami-
ne (dose: 10 mg/kg, twice daily), lasting 14 days,
which were studied ex vivo in rat frontal cortex
slices. Antidepressant treatment resulted in a de-
crease in the mean frequency of spontaneous exci-
tatory postsynaptic currents (SEPSCs) recorded
from layer II/III pyramidal neurons. The mean
amplitude of sEPSCs was also reduced. These re-
sults indicate that treatment with imipramine re-
sults in pre- and/or postsynaptic effects such as an
attenuation of glutamate release and an alteration
in the postsynaptic reactivity of AMPA/kainate re-
ceptors in rat cerebral cortex.

Key Words: cortex, EPSC, imipramine, patch clamp,
whole-cell

Wstep

Neurobiologiczne podloze depresji oraz me-
chanizmy dzialania lekéw przeciwdepresyjnych
(LPD), pomimo intensywnych badan, wcigz nie
s3 wyjasnione. Szereg doniesien sugeruje, ze tera-
pie przeciwdepresyjne wywoluja zmiany przekaz-
nictwa glutaminianergicznego [1, 2]. Lamotrigina
i riluzol, stosowane w farmakoterapii depresji, ha-
muja uwalnianie kwasu glutaminowego (Glu) [3].
Efekt terapeutyczny lekéw przeciwdepresyjnych
obserwuje si¢ przynajmniej po okolo 2-3-tygo-
dniowym stosowaniu. Prawdopodobng przyczyna
tego zjawiska sg adaptacyjne zmiany w ukladach
neurotransmisyjnych, jednak procesy te nie sg do
konca poznane [4]. Dodatkowo wiele LPD nie jest

tolerowanychprzez duzy odsetek pacjentéw z po-
wodu wywolywania szeregu ucigzliwych efektow
ubocznych (np. sucho$¢ w ustach, zaparcia, mdlo-
$ci, bole i zawroty glowy, zaburzenia masy ciala,
problemy z libido) [5]. Dlatego, mimo prowa-
dzonych od ponad 30 lat prac nad mechanizmem
przeciwdepresyjnego dzialania lekéw, konieczne
sg dalsze badania.

Jedng ze struktur mézgu, w ktérych zaobserwo-
wano funkcjonalne i strukturalne zmiany w stanach
depresyjnych u ludzi, jest kora czotowa [6]. Wie-
lokrotne podawanie lekéw przeciwdepresyjnych,
w tym imipraminy, obnizajg poziom wigzania ra-
dioligandéw do receptora NMDA w korze mézgo-
wej gryzoni oraz wywoluje zmiany ilosci mRNA
kodujacego podjednostki tego receptora [7, 8, 9].
Istnieja rowniez doniesienia méwiace, ze pod wply-
wem LPD wzrasta ekspresja receptora AMPA w hi-
pokampie [10].

Badania przeprowadzone w Zakladzie Fizjologii
Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie dowodza,
ze wielokrotne podawanie imipraminy oraz cita-
lopramu obniza amplitude potencjaléw polowych,
rejestrowanych ex vivo w warstwie II/III kory czo-
towej szczura. Innym efektem jest zmniejszenie
wzglednej wielkosci izolowanej farmakologicznie
komponenty potencjalu polowego opartego o akty-
wacje receptora NMDA w stosunku do komponen-
ty AMPA/kainowej potencjatu [11].

W celu doktadniejszego zbadania mechanizméw
modyfikacji transmisji glutaminianergicznej pod
wplywem wielokrotnego podania imipraminy, za-
stosowano pomiar elektrofizjologicznej aktywnosci
neurondéw technikg whole-cell patch-clamp.

Materialy i metody

Zwierzeta doswiadczalne

Eksperymenty przeprowadzono na samcach
szczuréw rasy Wistar o poczatkowej masie ciata
okolo 100 g. Zwierzeta przetrzymywano w cyklu
$wiatlo-ciemno$¢ L: D 12: 12, z nieograniczonym
dostepem do pokarmu oraz wody.

Podawanie imipraminy i preparatyka skrawkow
moézgu

Imipramine (Polfa, Polska) rozpuszczong w wo-
dzie podawano 2 razy dziennie sondg doprzetyko-
w3 (per os), w dawce 10 mg/kg masy ciala, w objeto-
$ci 2 ml/kg, przez okres 14 dni. Kontrole stanowity
zwierzeta, ktore sondg otrzymywaly wode, w takim
samym schemacie dawkowania.

Eksperymenty przeprowadzano w 48 godzin
po ostatnim podaniu imipraminy lub wody. Zwie-
rzeta poddawano narkozie przy uzyciu Halotanu.
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Po dekapitacji preparowano mozg i krojono go
w plaszczyznie czolowej na skrawki grubosci 430
um. Preparatyke prowadzono w schlodzonym
sztucznym plynie mézgowo-rdzeniowym (ACSF)
o sktadzie: NaCl (130 mM), NaHCO, (26 mM), KCl
(5 mM), KH, PO, (1,25 mM), MgSO, (1,3 mM),
CaCl, (2,5 mM), glukoza (10 mM), nasyconym
karbogenem. Skrawki umieszczano w komorze in-
kubacyjnej w temperaturze 32+0,5°C.

Rejestracja elektrofizjologiczna

Po okoto 2-3 godzinach inkubacji skrawki
umieszczano w komorze doswiadczalnej w tempe-
raturze 32+0,5°C. Przeptukiwano je ACSF o skla-
dzie (NaCl (132 mM), NaHCO, (26 mM), KCl
(3 mM), KH PO, (1,25 mM), MgSO, (1,3 mM),
CaCl, (2,5 mM), glukoza (10 mM), nasyconym
karbogenem. Rejestracje prowadzono z warstwy
II/IIT kory czolowej. Neurony lokalizowano przy
uzyciu mikroskopu z obiektywem o powigksze-
niu 40x, w immersji wodnej, w kontrascie inter-
ferencyjno-réznicowym (differential interference
contrast, DIC) w $wietle podczerwonym (Rycina
1). Elektrody rejestrujace wypelniano roztwo-
rem o skladzie: K-gluconate (130 mM), NaCl
(5 mM), CaCL (0,3 mM), MgCL (2 mM), HEPES
(10 mM), Na -ATP (5 mM), Na-GTP (0,4 mM),
EGTA (1 mM), osmolarnosci 290 mOsm i pH
wynoszacym 7,2 (oporno$¢ okoto 6 MQ). Neu-
rony piramidalne identyfikowano na podstawie
ksztaltu perikarionu oraz charakterystyki elek-
trofizjologiczne;j.

Analiza spontanicznych postsynaptycznych pra-
dow pobudzajacych (sEPSCs)

Charakterystyki elektrofizjologicznej komoérek
dokonywano w trybie stabilizacji pradu (current
clamp). Nastepnie w trybie stabilizacji napigcia
(voltage clamp) rejestrowano sEPSCs przez okres
8 minut. Potencjal blonowy komoérki, z ktérej pro-
wadzono rejestracje, utrzymywany byl na poziomie
-76 mV. Mierzonymi parametrami byty czestotli-
wos¢ oraz amplituda pojedynczych sEPSC. Do re-
jestracji aktywnosci elektrofizjologicznej uzywano
programu pClamp (wersja 10.0; Molecular Devi-
ces, USA), a do pomiaru i analizy mierzonych pa-
rametréw programu Mini Analysis (Synaptosoft,
USA). Do analizy statystycznej zastosowano test
t-studenta.

Wyniki
W skrawkach moézgéw szczurdw, ktorym poda-

wano imipramine, $rednia czestotliwos¢ sEPSCs,
rejestrowanych z neuronéw piramidalnych warstwy

II/IIT (Rycina 2), byla w przyblizeniu dwukrotnie
nizsza (n=25; 1,43+0,18 Hz) niz w skrawkach mé-
zgow zwierzat kontrolnych (n=22; 3,18+0,29 Hz;
P<0,001; Rycina 3A). Wielokrotnie podawana imi-
pramina spowodowatla rowniez istotny spadek $red-
niej amplitudy sEPSCs (12,38+0,47 pA), w porow-
naniu z grupg kontrolng (16,72+0,71 pA; P<0,001;
Rycina 3B).

Wielokrotne podanie imipraminy spowo-
dowalo wzrost czasu narastania sEPSCs (kon-
trola: 3,67+0,12 ms; imipramina: 4,14+0,13 ms,
P<0.05) i stalej czasowej zanikania (tau) (kontrola:
5,85+0,47 ms; imipramina: 9,59+1,23 ms, P<0.05;
Rycina 2).

W osobnej serii doswiadczen (n=9) rejestracje
przeprowadzono rowniez w obecnosci blokera na-
pieciowo-zaleznych kanatéw sodowych - tetrodo-
toksyny (TTX). Dodanie 1 uM TTX do ACSF nie
spowodowalo istotnych zmian ani $redniej czesto-
tliwosci sSEPSCs (kontrola: 2,54+0,38 Hz, w obecno-
$ci TTX: 2,04+0,25 Hz; P>0,05) ani $redniej ampli-
tudy sEPSCs (kontrola: 13,31+0,61 pA, w obecnosci
TTX: 13,47+0,61 pA; P>0,05).

Dyskusja

W przeprowadzonych eksperymentach wykaza-
no, ze 14-dniowe podawanie imipraminy powodu-
je obnizenie $redniej czestotliwo$ci oraz amplitudy
sEPSCs, rejestrowanych z neuronéw piramidalnych
warstwy II/III kory czolowej mézgu szczuréw w 48
godzin po ostatnim podaniu leku. Zaobserwowa-
ny spadek czestotliwosci sSEPSCs moze by¢, teo-
retycznie, obnizeniem spontanicznej aktywnosci
neuronéw, majacych swoje zakonczenia na komor-
kach, z ktérych prowadzono rejestracje. Jednakze
brak zmian $redniej czestotliwosci sEPSCs, reje-
strowanych w obecnosci TTX, $wiadczy o tym, zZe
rejestrowane sEPSCs nie zalezaly od potencjatéw
czynnoséciowych, lecz stanowily prady miniaturo-
we (mEPSCs) [12].

Miniaturowe EPSCs sg efektem spontaniczne-
go uwalniania kwasu glutaminowego. Podlozem
tego procesu jest uwalnianie wewnatrzkomorko-
wego wapnia, dzigki otwarciu kanatow Ca** wraz-
liwych na rianodyne i IP, (inozytolo-1,4,5-tris-
fosforan), w obrebie zakonczen synaptycznych
[13]. Uwalnianie jondw wapnia z wewnatrzko-
morkowych magazynéw moze regulowaé uwal-
nianie neuroprzekaznika zalezne od potencjatéw
czynnos$ciowych. Na przykiad, w komoérkach ko-
szykowych moézdzku zablokowanie receptoréw
rianodynowych obniza prawdopodobienstwo
stymulowanego uwalniania neuroprzekaznika
[14]. Dlatego obnizenie $redniej czestotliwosci
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sEPSCs, zaobserwowane w niniejszej pracy po
wielokrotnych podaniach imipraminy, mozna
tlumaczy¢ oslabieniem mechanizmu uwalnia-
nia glutaminianu. Potwierdzaja to doniesienia,
mowigce ze imipramina powoduje obnizenie
zaleznego od potasu wyplywu kwasu glutamino-
wego z zakonczen synaptyczncyh w korze przed-
czolowej moézgu szczuréow [15]. W hipokampie,
wielokrotne podanie fluoksetyny, reboksetyny
i desipraminy redukuje mozliwos¢ interakcji
pomiedzy biatkami — syntaksyng 1 a zalezng od
wapnia i kalmoduluny kinazg biatkows II (kom-
pleksu odpowiedzialnego za uwalnianie gluta-
minianu), jednoczesnie wzmacniajac interakcje
miedzy syntaksyng a Munc-18 (kompleksu ob-
nizajacego uwalnianie kwasu glutaminowego)
[16]. Imipramina modyfikuje réwniez modula-
cyjne mechanizmy zaangazowane w uwalnianie
neurotransmitera. Przykladem moze by¢ wplyw
wielokrotnych podan tego leku na wzrost eks-
presji metabotropowych receptorow glutaminia-
nowych mGluR2/3 w hipokampie i korze mézgu
szczurow [17]. Receptory te reguluja uwalnianie
glutaminianu [18].

Podawanie imipraminy wydluzylto czas trwa-
nia pojedynczych sEPSCs. Wskazuje to, ze
w efekcie dochodzi do modyfikacji wlasciwosci
funkcjonalnych postsynaptycznych receptoréw
AMPA /kainowych.

Zaobserwowany spadek $redniej amplitudy
sEPSCs moze by¢ efektem presynaptycznym,
zwigzanym ze zmniejszeniem ilo$ci neuroprze-
kaznika w pecherzykach synaptycznych. Wia-
domo, ze leki przeciwdepresyjne zwigkszaja eks-
presje genu kodujgcego biatko pecherzykowego
transportera glutaminianu - VGLUT1 w ko-
rze mézgu szczuréow [19]. Powoduje to jednak
zwigkszenie iloéci glutaminianu w pecherzykach
synaptycznych, co nie jest zgodne z wynikami
prezentowanymi w niniejszej pracy. Rdéznice te
moga wynikac z tego, ze w pracy Tordera (2005)
nie zastosowano imipraminy lecz inne leki prze-
ciwdepresyjne. By¢ moze mechanizmy wplywa-
jace na ilo§¢ neurotransmitera w pecherzykach
zakonczen synaptycznych sg rézne, w zaleznosci
od zastosowanego leku. Z drugiej strony, zaob-
serwowany efekt moze mie¢ charakter poststy-
naptyczny.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w korze mo-
zgowej szczura imipramina wywoluje modyfi-
kacje pre- oraz postsynaptyczne, polegajace na
zmniejszeniu wydajnosci procesu uwalniania
pecherzykéw neuroprzekaznika oraz zmianach
reaktywno$ci postsynaptycznych receptorow
AMPA /kainowych.

Rycina 1. Obraz mikroskopowy przedstawiajacy
neuron piramidalny warstwy II/III kory czolowej
szczura oraz umieszczong na jego powierzchni mi-
kroelektrode rejestrujaca (skala — 10 pm).

A

kontmla

s

imipramina

Rycina 2. Przykladowa rejestracja spontanicznych
pobudzajacych pradéw synaptycznych (sEPSCs)
z neurondéw piramidalnych warstwy II/III kory ba-
danego obszaru: A. kontrola, B. imipramina. C.
Przykiad u§rednionych sEPSCs wraz z dopasowany-
mi krzywymi wyktadniczymi.
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Rycina 3. Poréwnanie usrednionych kumulatyw-
nych histograméw interwaléw pomiedzy kolejny-
mi sEPSCs (A) oraz amplitudy sEPSCs (B) reje-
strowanych z neuronéw piramidalnych warstwy
II/I11 kory w skrawkach mézgu szczuréw kontro-
Inych oraz traktowanych imipraming. Stupki ble-
du: +SEM.
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Prady potasowe w komorkach miesniowych
w chorobie Steinerta

Potassium currents recorded from muscle cells
in Steinert's disease

Ewa Nurowska, Beata Dworakowska, Krzysztof Dolowy
Zaktad Biofizyki, Katedra Fizyki, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa

Streszczenie

Choroba Steinerta jest genetycznym schorze-
niem uposledzajgcym mies$nie i inne narzady.
Chorzy cierpiag na opd6zniony rozkurcz mig$ni
szkieletowych, zmniejszong site mieéni oraz po-
stepujacy zanik mie$ni. W komoérkach miesnio-
wych pochodzacych od dwdch 28-tygodniowych
ludzkich ptodéw, zdrowego i z chorobg Steinerta,
zbadali$my w drugim i trzecim dniu réznicowania
prady potasowe i potencjal spoczynkowy metoda
whole-cell patch-clamp. W komorkach migénio-
wych od chorego dawcy wykazalismy mniejsza
gestos$¢ oraz wyzszy potencjal aktywacji pradu po-
tasowego typu outward-rectifier i rzadsze wystepo-
wanie kanatow typu inward-rectifier. Nasze wyniki
sugeruja, ze mutacja DM1 zaburza aktywno$¢ ka-
naléw potasowych miesni szkieletowych w proce-
sie réznicowania sie.

Stowa kluczowe: kanaty potasowe, choroba Steiner-
ta, patch-clamp

Abstract

Myotonic dystrophy type-1 (DM1) is a genetic
disorder affecting muscles and other tissues. DM1
patients suffer from myotonia, muscle weakness,
and progressive muscle wasting. We used the who-
le-cell patch clamp technique to record voltage-
gated K+ currents and the cell resting membrane
potential during the in vitro differentiation of my-
oblasts isolated from DM1 and healthy human fe-
tuses in the 2nd and 3rd day of differentiation. We
found that dystrophic muscle cells expressed fewer
outward-rectifier K+ currents and inward rectifier
currents, than control cells. Based on our results, we
suggest that the DM1 mutation affects the activity
of K+ channels in skeletal muscle cells during dif-
ferentiation.

Key Words: potassium channels, Steinert's disease,
patch-clamp

Wstep

Choroba Steinerta (miotonia zanikowa, dystro-
fia miotoniczna typu 1, DM1) zostala opisana po
raz pierwszy jako oddzielna jednostka chorobowa
w roku 1909. Chorzy z chorobg Steinerta cierpia
na miotoni¢ (op6zniony rozkurcz migséni szkiele-
towych), zmniejszong sit¢ mig$ni oraz postepujacy
zanik miesni, a takze szereg objawdw dotyczacych
wielu innych narzadéw. Badania genetyczne pozwo-
lity na zidentyfikowanie mutacji na chromosomie 19
jako przyczyny choroby [1, 2, 3]. Mutacja wywolujaca
miotonie polega na wydiuzeniu genu kodujacego ki-
naze bialkowg DMPK (dystrophia myotonica protein
kinase) o kilka tysiecy tréjek nukleotydéw CTG. Po-
mimo iz zwielokrotnione nukleotydy wystepuja w re-
jonie, ktéry nie podlega translacji, mutacja prowadzi
do obnizenia poziomu biatka DMPK w cytoplazmie
na skutek zatrzymania w jadrze DMPK mRNA, za-
wierajacych zwielokrotniong sekwencje. Retencja
wadliwego mRNA zachodzi gléwnie w komdrkach
miesniowych. Proces, prowadzacy od zatrzymania
mRNA w jadrach do powstania objawéw chorobo-
wych, nie jest poznany. Wiele badan wskazuje na
udzial w tym mechanizmie kanaléw jonowych. Wy-
kazano zmniejszong ekspresje kanatéw chlorkowych
izmieniona kinetyke kanatu sodowego w komoérkach
dystroficznych hodowanych in vitro [4, 5, 6, 7].

Nasze badania podjelismy ze wzgledu na ob-
nizong zdolno$¢ komérek dystroficznych do réz-
nicowania si¢ [8]. Poniewaz proces réznicowania
sie komorek miesniowych sterowany jest ekspre-
sja specyficznych kanaléw potasowych, chcielismy
zbada¢, czy ekspresja i kinetyka kanaléw niezbed-
nych w procesie fuzji komorek nie jest w tej cho-
robie zmieniona. Dotychczasowe badania wskazu-
ja, ze w procesie fuzji uczestnicza kanaty potasowe
nieinaktywujqce sie lub o bardzo wolnej inaktywa-
cji. Sg to kanaly typu delayed outward-rectifier I, on
i inward-rectifier I .. Komorki w fazie proliferacji
nie wykazujg ekspresji tych kanaléw, a co za tym
idzie charakteryzuja si¢ wysokim ($rednio -8 mV)
potencjalem spoczynkowym. Dopiero pojawienie
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sie kanaléw potasowych nieinaktywujacych umoz-
liwia komoérkom obnizenie potencjatu do $rednio
-60 mV, co poprzedza ich fuzje [9, 10, 11, 12].

Do badan wykorzystaliémy mioblasty wyhodo-
wane z komorek satelitarnych pobranych od dawcy
zdrowego, ktory stanowil kontrole i dawcy z choro-
ba Steinerta. Komorki byty nastepnie réznicowane
in vitro i badane technikg patch-clamp pod katem
obecnosci i kinetyki pradéw potasowych. Mierzono
réwniez potencjat spoczynkowy komorek. Uzyska-
ne wyniki wskazujg, ze choroba Steinerta wigze sig
z uposledzeniem funkcji pradéw potasowych w ko-
morkach miesniowych.

Materialy i metody

Komorki satelitarne pozyskano w laboratorium
UPMCG, Institute of Myology w Paryzu dzieki uprzej-
mosci Prof. Vincenta Mollyego. Dawcami komoérek
satelitarnych byly dwa 28-tygodniowe ludzkie plo-
dy, z ktérych jeden posiadat 2000 powtérzen CTG,
a drugi nie wykazywal podobnej mutacji. Komoérki
pobrano z migsénia czteroglowego.

Mioblasty hodowane byly w pozywce skta-
dajacej si¢ z DMEM (Dulbecco's modified Eagle
Medium) wzbogaconego 20% plodowa surowica
cielecg, 1 mM L-glutaming, 100 jednostkami ml™
penicyliny i 100 ug ml™* streptomycyny. Komorki
inkubowane byty w 37°C. Réznicowanie komdrek
wymuszane bylo wymiang pozywki na pozywke,
w ktorej surowice plodowa zastapiono 4% suro-
wicg konska i zwigkszono zawarto$¢ L-glutaminy
do 4 mM.

Pomiary pradéw wykonywane byly technika
whole-cell patch-clamp w drugim i trzecim dniu
réznicowania sie komorek, w temperaturze po-
kojowej. Roztwdr zewnatrzkomdrkowy zawieral
w mM: NaCl 144, KCI 2,8, MgCl, 2, HEPES 10,
glukoze 10, EGTA 2, pH 7,4. Roztwor w pipecie za-
wieral w mM: KCl 141, MgCl2 2, HEPES 10, EGTA
11, pH 7,4.

Do pomiaréw uzyliSmy wzmacniacza Axopatch
200B i programu Clampex7. W trakcie pomiaréw
prad filtrowany byl filtrem dolnoprzepustowym
o czestotliwosci 2 kHz. Potencjat blony komdrkowej
pomiedzy pomiarami utrzymywany byl na pozio-
mie -60 mV, w trakcie pomiaréw zmieniany byl od
-140 do +40 mV, skokowo co 10 mV. Kazdy impuls
potencjalu trwat 600 ms. Stalg czasows inaktywacji
szacowano z dopasowania funkcji I (f)=Aexp (-t/
1)+C do rejestrowanych przebiegdw czasowych pra-
dow.

Wyniki podano jako wartoséci $§rednie + SEM
i analizowano testem t-Studenta. Warto$ci istotne
statystycznie przyjeto dla wartosci P<0, 05.

Wyniki

Potencjal spoczynkowy

Pomiary potencjalu spoczynkowego wykona-
no w drugim i trzecim dniu hodowli w pozywce
roznicujacej. Nie wystapily statystycznie istotne
roéznice w warto$ciach $rednich, ktére wynosity
w komoérkach od zdrowego dawcy i w komér-
kach od chorego dawcy odpowiednio: w drugim
dniu réznicowania -35,0+3,5 mV i -38,5+3,0 mV,
w trzecim dniu réznicowania -27,9+3,4 mV
1-36,4+4,7 mV.

Prady potasowe typu outward-rectifying (I, )

Prady potasowe pojawialy si¢ na skutek zmiany
potencjatu blony komodrkowej. Dla napie¢ wiek-
szych niz okolo -30 mV obserwowano prad o ce-
chach charakterystycznych dla pradéw potasowych
typu delayed outward-rectifier [9]. Przyktadowe
rejestracje pradu aktywowanego depolaryzacja
przedstawia Rycina 1A. Prady te blokowane byly
przez TEACI (tetraethylammonium chloride) po-
dany w roztworze zewnatrzkomoérkowym (Rycina
1B). Sredni potencjal aktywacji tego pre}du dla obu
badanych populacji komoérek réznit sie w sposob
statystycznie istotny. W komorkach zdrowego daw-
cy wynosit -30,8+1,5 mV, a w komérkach chorego
dawcy -26,1+1,4 mV.

W rejestrowanych pradach wyréznilismy dwie
komponenty: prad nieinaktywujacy si¢ (I ., zde-
finiowany jako prad obecny po pietnastosekun-
dowej depolaryzacji 10 mV (Rycina 2) oraz prad
o wolnej inaktywacji (I, ). Udzial obu kom-
ponent w catkowitym pradzie znacznie si¢ réznit
w badanych grupach. W komoérkach od zdrowe-
go dawcy przewazal prad inaktywujacy si¢ I
(stanowit 75% pradu catkowitego w dniu druglm
i 67% w dniu trzecim), natomiast w komorkach
od dawcy chorego bylo odwrotnie, to nieinakty-
wujacy prad I . stanowil gléwng komponen-
te (75% pradu calkow1tego w dniu drugim i 50%
w dniu trzecim). Stale czasowe inaktywacji I .
w obu grupach komoérek charakteryzowal duzy
rozrzut warto$ci od 80 do 400 ms. Nie zaobser-
wowano jednakze istotnych statystycznie réznic
wartosci $rednich szybkosci inaktywacji, poréw-
nujac komoérki od dawcy zdrowego z komorkami
od dawcy chorego. Rdznice istotne statystycznie
wystgpily natomiast w gestosciach pradu catko-
witego (Rycina 1C). W komérkach od zdrowego
dawcy $rednia gesto$¢ pradu wynosita w dru-
gim i trzecim dniu réznicowania odpowiednio
15,3+1,5 pA/pF i 23,5+4,5 pA/pE W komdrkach
od dawcy chorego wartosci te byly duzo nizsze
i wynosity 6,2+1,8 pA/pF i 1,4+0,9 pA/pE.
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Prady potasowe typu inward-rectifying (I, )
Prady potasowe typu inward-rectifier aktywowa-
ne byly potencjalami nizszymi niz -90 mV (Rycina
3). Prad blokowany byt przez 0,5 mM BaCl,. W ko-
morkach pochodzacych od zdrowego dawcy prady
te obserwowane byly w 70% wszystkich badanych
komorek w dniach 2 i 3. Natomiast w komorkach
z dystrofig prad ten obserwowany byt rzadko, w dniu
drugim tylko w 10% komdrek, a w dniu trzecim
zadna badana komorka nie posiadata pradu I ..

Dyskusja

Eksperymenty, ktére przeprowadzilismy, miaty
na celu sprawdzenie, czy w chorobie Steinerta funk-
cjonowanie kanaléw potasowych w komorkach
miesniowych jest prawidlowe. Prady potasowe zba-
dali$my w mioblastach poddanych procesom proli-
feracji i réznicowania si¢ in vitro. Mioblasty pocho-
dzily z pierwotnej hodowli komoérek satelitarnych
pobranych z 28-tygodniowego plodu, u ktérego
zdiagnozowano dystrofie miotoniczna typu 1. Pra-
dy te poréwnalismy z analogicznymi wynikami
z komorek od zdrowego plodu. Nasze pomiary su-
geruja, ze w chorobie Steinerta pewne wlasciwosci
pradow potasowych sg zmienione. Mniejsza gesto$¢
catkowitego pradu typu outward-rectifier i znacznie
rzadsze wystepowanie pradu typu inward-rectifier
wskazujg, ze w komérkach mie$niowych pocho-
dzacych od dawcy chorego na dystrofi¢, ekspresja
kanatéw potasowych jest zaburzona.

Rola kanaléw potasowych nieinaktywujacych sie,
tzw. noninactivating delayed rectifiers oraz inward -
rectifiers w procesie réznicowania si¢ komorek mie-
$niowych udokumentowana zostata w wielu pracach
[10, 11, 13]. Wykazano w nich, ze zahamowanie eks-
presji kanalu potasowego typu inward-rectifier lub
zablokowanie kanalow typu outward-rectifier hamo-
walo proces fuzji mioblastéw. W komorkach dys-
troficznych mniejsza ekspresja kanaléw potasowych
moze zatem prowadzi¢ do obnizenia liczby komoérek
podlegajacych fuzji. Ttumaczyloby to zanik mies$ni
u pacjentéw z DM1, gdyz komoérki migéniowe nie
byltyby efektywnie regenerowane.

Kanalypotasowenieinaktywujace typuoutward-
rectifier i inward-rectifier wplywaja na potencjal
spoczynkowy komorki, gdyz, jak wiadomo, poten-
cjal ten wynika w przewazajacej czgsci z potencja-
tu réwnowagi dla jonéw potasu. Stale otwarte ka-
naly potasowe sg zatem niezbedne, aby potencjat
komorek migsniowych osiagnal niska, tzn. silnie
ujemng warto$¢. Mioblasty w trakcie proliferacji
(a wiec takie, ktére nie wytworzyty odpowiednich
kanalow potasowych) majg zwykle wysoki poten-
cjal, okoto -8 mV [9, 10]. Zmiang potencjatu elek-

trycznego do okolo -30 mV umozliwia im dopiero
pojawienie sie nieinaktywujacych kanaléw typu
outward-rectifier. Wynika to z tego, ze kanaly te
aktywowane sg napieciem bliskim -30 mV. Jeszcze
nizszy potencjal wytworza te komoérki, w ktorych
w blonie komdrkowej pojawia si¢ kanaly typu in-
ward-rectifier. Nawet niewielki wyplyw jonéw po-
tasu przez te kanaly wystarcza do obnizenia poten-
cjatu do okoto -60 mV.

Poréwnujac komorki dystroficzne z komorka-
mi zdrowymi, zaobserwowalismy istotng rdéznice
w potencjale aktywacji kanaléw potasowych typu
outward-rectifier. Komoérki od chorego dawcy wy-
magaly wyzszej depolaryzacji. Zaobserwowalismy
tez obnizong ekspresje pradu potasowego typu in-
ward-rectifier. Wszystko to powinno wplynaé na
podwyzszenie potencjalu spoczynkowego w ko-
morkach dystroficznych. Zaskakujagca jest zatem
obserwacja, Ze potencjal spoczynkowy w tych
komoérkach nie odbiegal znaczaco od potencja-
tu zmierzonego w komorkach kontrolnych. Przy-
puszczamy, ze niski potencjal spoczynkowy w ko-
morkach dystroficznych moze by¢ wyksztalcony na
skutek wystepowania tzw. leak channels, blizej nie-
okreslonych, stale otwartych kanaléw potasowych,
ktdrych istnienie w zdrowych mioblastach zostalo
pokazane [14].

A B

Rejestracje z TEA

—e
0 30 60 90
TEA (mM)
CControl
EDM1

Dzien réznicowania

Rycina 1. A) Przykladowa rejestracja pradow wy-
wolanych depolaryzacja blony (od -60 mV do
+40 mV) w komoérce DM1 w drugim dniu réznico-
wania. B) Na wykresie przedstawiono prad rejestro-
wany w obecno$ci TEA (wielko$¢ pradu z TEA/
wielkos¢ pradu bez TEA) dla potencjatu +40 mV.
C) Gesto$¢ pradu typu outward rectifier w komor-
kach kontrolnych i od dawcy z DM1 rejestrowana
przy potencjale +40 mV. Na wykresie podano liczbe
zbadanych komorek.
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Ikny W komorce DM1
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\_p
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Rycina 2. Rejestracja pradu outward rectifier
z komoérki DM1 - nalozono zapis pradu reje-
strowanego bezposrednio po zmianie potencjatu
(z -60 mV do +10 mV) z pradem rejestrowanym
po 15 sekundach trwania depolaryzacji (+10 mV).
Zapis dokumentuje nieobecno$¢ pradu podlega-
jacego inaktywacji.
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Rycina 3. Gestos¢ pradu typu inward rectifier w ko-
morkach kontrolnych i od dawcy z DM1 rejestro-
wana przy potencjale -140 mV. Na wykresie podano
liczbe zbadanych komorek.
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Elektrofizjologia uktadu ruchowego

»Functional-QEMG”, nowa metoda standardowych
badan EMG

w2Functional-QEMG”, a new method for EMG standard
examination

Jerzy Kopec

Klinika Neurologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Streszczenie

Zasadniczym celem implementacji do uzywanych
w kraju aparatéw EMG ,,Keypoint”, naszej automa-
tycznej metody (,,Functional-QEMG’) bylo podnie-
sienie standardu badan i czulosci diagnostyczne;.
Metoda opracowana w warszawskiej Klinice Neuro-
logicznej jest wynikiem ponad 30-tu lat doswiadczen
nad automatyzacjg badan EMG. W przeciwienstwie
do tradycyjnej metody ilosciowej analizujacej tylko
parametry pojedynczej jednostki ruchowej (PJR),
w naszej metodzie analizujemy dynamike zmian
wszystkich czynnych jednostek ruchowych (JR), re-
jestrowanych podczas stabego i maksymalnego wy-
sitku. Zasadniczym osiggnieciem opracowanej me-
tody jest wprowadzenie po raz pierwszy iloSciowej
klasyfikacji mechanizmu kompensacyjnego dla oce-
ny stopnia uszkodzenia migénia. Pelne i wiarygod-
ne udokumentowanie naszych wynikéw bylo moz-
liwe dzieki wykorzystaniu rozbudowanego systemu
»EMG-Keypoint”, w ktérym rozszerzylismy nasz pro-
gram o nowa baz¢ danych pacjenta. Obecnie, w ba-
zie danych sg zapisywane wszystkie ,,zywe” sygnaly
EMG razem z ich wynikami, dokumentujac sposéb,
w jaki sygnaly EMG s3 mierzone, analizowane i kla-
syfikowane komputerowo. Monitorowanie przecho-
wywanych sygnatéw EMG i ich analiza potwierdzaja,
ze najwazniejsze zmiany miogenne lub neurogenne
manifestuja si¢ najpierw jako nieprawidlowa rekru-
tacja czynnych JR, a nastepnie jako zmiana dynamiki
ksztaltu w kolejnych wyladowaniach PJR.

Abstract

In order to improve the diagnostic reliability of
EMG, we have implemented our fully automatic
“Functional-QEMG” program into all Keypoint-
EMG computer systems used in our country. The
program was developed in our department from
over 30 years of experience in EMG automation. In
contrast to traditional quantitative analysis of indi-
vidual motor unit action potentials (MUAPs), the
strength of our program is in assessing changes re-
lated to the compensation of muscle and nerves in

reaction to injury. Our greatest achievement is that
we first introduced the quantification of compensa-
tory mechanisms in a given disease to determine its
clinical stage and prognosis. Utilizing the Keypoint
computer capacities, we developed new patient da-
tabase where all the raw EMG signals together with
their results are stored and easy retrievable in order
to show how the computer analysis relates to actual
EMG traces. Analysis of the trains of recorded MU-
APs confirmed that the most essential features of
neurogenic or myogenic changes manifest first as
recruitment abnormalities, and then as changes in
MUAP wave forms.

Opracowany w Warszawskiej Klinice Neurolo-
gicznej WUM program analizy EMG zwany ,,Func-
tional-QEMG” jest uwienczeniem ponad 30-tu lat
pracy autora i calego zespolu pracowni EMG nad
pelna automatyzacja badan klinicznych. Program
reprezentuje calkowicie automatyczny sposéb po-
miaru i analizy sygnaléw EMG, z réwnoczesna
klasyfikacjg rodzaju patologii oraz oceng stopnia
uszkodzenia badanego migénia. Oparty na orygi-
nalnej koncepcji, eliminuje dotychczasowe ograni-
czenia i braki tradycyjnej metody ilosciowej wpro-
wadzonej przez Buchthala [1]. Klasyczna metoda
ilodciowa opiera si¢ na statystycznej analizie para-
metru lub parametréw wybranego (recznie lub au-
tomatycznie) potencjatu jednostki ruchowej (PJR)
z ciggu rejestrowanych sygnatow EMG. Obecnie
automatyczne wydzielanie i identyfikowanie takie-
go PJR odbywa si¢ bardzo zlozonymi technikami
dekompozycji, poréwnywania ksztaltu (template
matching) i usredniania, celem uzyskania powta-
rzalnego i stabilnego ksztaltu [2]. Wybdr i analiza
przynajmniej 20-tu réznych PJR daje tylko staty-
styczne prawdopodobienstwo, ze zanik i ostabienie
sily badanego mie$nia s3 spowodowane uszkodze-
niem pierwotnie mig¢$niowym lub neurogennym.
W przeciwienstwie do tej metody my rejestrujemy
wszystkie dynamicznie zmieniajace sie kolejne wy-
tadowania jednostki ruchowej (JR), zwane dla od-
miany potencjalem czynnosciowym jednostki ru-
chowej (PCJR). Rejestrowane PCJR sg jednoczesnie
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réznicowane w specjalnym podprogramie ,,Map-
ping-MUAP” na potencjaly o stabilnym lub zmien-
nym ksztalcie. Uzyskany w ten sposéb nowy para-
metr ,zmienno$¢ PCJR” ma ogromne znaczenie
diagnostyczne dla oceny dynamiki zmian czynnej
lub zakonczonej reinerwacji. W praktyce klinicz-
nej, w badaniach rutynowych sa stosowane dwie
rézne metody analizy uwazane za réwnowazne pod
wzgledem czulodci diagnostycznej. Sa to wspo-
mniana wczeéniej analiza pojedynczych PJR, oraz
analiza zapisu interferencyjnego (ZI) maksymalne-
go wysitku mie$nia, wyznaczajaca liczbe zwrotéw
i amplitud pomigdzy zwrotami [3]. W naszym pro-
gramie te dwa zapisy, ktére s3 wzajemnie zalezne,
traktujemy jako jeden integralny test. Nieliniowa
analiza takiego testu dostarcza nowych informacji
diagnostycznych o wzajemnych relacjach pomiedzy
wielkoscig wszystkich czynnych JR a ich wtasciwo-
$ciami funkcjonalnymi. Zmiany wielko$ci czynnych
JR (strukturalne) sg odbiciem pierwotnego procesu
destrukeji, ktéry jest podstawg dotychczasowej kla-
syfikacji patologii. Te zmiany wywotujg funkcjonal-
ng reorganizacje czynnych JR dla skompensowania
ubytku sity uszkodzonych JR (mechanizm kom-
pensacyjny). Procesy kompensacyjne odgrywaja
zasadniczg role dla zachowania prawidlowej funkeji
ruchowej migsnia, a tym samym dla poprawy kli-
nicznego stanu pacjenta. Dotychczasowe pismien-
nictwo na temat mechanizméw kompensacji przed-
stawia prawie wylacznie badania eksperymentalne
na zwierzetach. Pojedyncze publikacje dotyczace
badan u ludzi opisujg ograniczone i wybrane przy-
padki a zastosowane techniki pozwalajg jedynie na
analiz¢ wybranych jednostek ruchowych o niskim
i Srednim progu pobudzenia [4]. Prowadzony przez
nas od szeregu lat projekt KBN dotyczacy plastycz-
nosci jednostki ruchowej w chorobach nerwowo
mie$niowych u ludzi posiada wyjatkowe znaczenie,
poniewaz nasze badania pozwolily okresli¢ efek-
tywno$c¢ i ograniczenia mechanizméw kompensacji
w réznych uszkodzeniach nerwowo-migsniowych.
W ocenie klinicznej o wielkos$ci uszkodzenia i efek-
tywnosci mechanizméw kompensacji wnioskujemy
na podstawie stanu efektora, oceniajac jego site me-
chaniczng, ktéra w naszej metodzie zostala zastg-
piona pomiarem elektrycznym (wskaznik MEF).
Kombinacja tego wskaznika sity wyjsciowej mie-
$nia ze zmianami strukturalnymi i funkcjonalnymi
czynnych JR pozwala dokladnie wyznaczy¢ poziom
i wielkos$¢ uszkodzen dolnego neuronu ruchowego.
Przez $cisla korelacje ze stanem klinicznym bada-
nego miesnia mozemy okresli¢, jakie charaktery-
styczne zmiany elektrofizjologiczne s3 zwigzane
z ostrym lub przewleklym procesem chorobowym.
Specjalne procedury komputerowego wspomaga-

nia diagnozy dokonujg automatycznej klasyfikacji
wynikéw badania EMG na uszkodzenia pierwotnie
miesniowe lub neurogenne z oceng stopnia ciezko-
$ci schorzenia na poziomie czutosci diagnostycznej
90-100%. Konicowy wynik badania jest wyswietlany
na ekranie monitora w formie ,Wynik koncowy”.
Pomocnym we wlasciwej interpretacji wynikéow
jest prezentowany algorytm, ilustrujacy kryteria
i sposob automatycznej klasyfikacji, ktory moze
by¢ traktowany jako swego rodzaju ,,Ekspert EMG’,
zwlaszcza dla lekarzy o mniejszym do$wiadczeniu.
Nasze wieloletnie doswiadczenie kliniczne potwier-
dza, ze obecny program ,,Functional-QEMG” sta-
nowi istotny postep i wzbogaca w zasadniczy spo-
sob mozliwosci diagnostyki klinicznej w chorobach
nerwowo-migsniowych, eliminujac dotychczasowe
ograniczenia i stabosci stosowanych metod.

Opis zasadniczych parametréw i indeksow
w obecnej metodzie:

1. Wielko$¢ pojedynczych JR reprezentuje $rednia
warto$¢ powierzchni PCJR (mean Area), parametr,
ktdry najlepiej okresla zmiany strukturalne.

2. Stosunek liczby PCJR stabilnych prostych (S)
i polifazowych (P) do liczby wszystkich rejestrowa-
nych okresla ilosciowo zmiany funkcjonalne PCJR.
3. Wielko$¢ populacji wszystkich czynnych JR okre-
sla indeks ,,Range”, ktory wyraza stosunek maksy-
malnej amplitudy PCJR zapisu wysitkowego do mi-
nimalnej amplitudy PCJR w zapisie pojedynczych
potencjatow.

4. Zmiany funkcjonalne wyrazaja porzadek lub
zaburzenie rekrutacji calej populacji czynnych JR
okresla wskaznik ,FRO” ktéry jest stosunkiem
srednich warto$ci amplitud zapisu wysitkowego do
$redniej amplitudy pojedynczych PCJR.

5. Elektryczng moc wyjsciowa mig$nia ,MEF”
okresla iloczyn srednich wartosci amplitud (w mV)
i $redniej gestosci zapisu wysitkowego (w Hz).

6. Dla praktycznej oceny stopnia uszkodzenia mig-
$nia, wprowadzono trzystopniowg skale sity mie$nia:
zmiany skompensowane w pelni (Normal > 80 mV/s),
uszkodzenie $rednie nieskompensowane (Evident 80-
50 mV/s), i uszkodzenie ciezkie (Severe < 50 mV/s).
7. Zastosowanie nowych indekséw wyznaczajacych
dzialanie populacji wszystkich czynnych JR dodat-
kowo do tradycyjnych parametréw PCJR, pozwala
klasyfikowaé stopien patologii w stanach podkli-
nicznych.

W rutynowym badaniu EMG, w mig$niu uszko-
dzonym miogennie skuteczno$¢ mechanizmu
kompensacyjnego jest dokumentowana zdolnoscia
do kompensacji zmniejszonej sily indywidualnych
JR przez zwigkszenie czestotliwosci ich wytadowan.
Natomiast ich rekrutacja od stabego do maksymal-
nego wysitku odbywa si¢ w uporzadkowany sposob
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(FRO>2). Jest to dowodem, ze w tym uszkodzeniu
zmiany strukturalne i funkcjonalne dotyczg wylacz-
nie wiokien migsniowych przy zachowaniu nor-
malnych funkcji motoneuronu, jego aksonu i trans-
misji nerwowo-mie$niowej. W migsniu o zmianach
podklinicznych przy zachowaniu prawidtowej sily
miesénia efekty skutecznego dziatania mechanizmu
kompensacji oceniamy przez wzrost czestotliwosci
rekrutacji i globalnej gestosci zapisu maksymalne-
go wysitku.

W uszkodzeniach neurogennych, podstawowe
zmiany strukturalne wyrazaja si¢ ubytkiem liczby
czynnych JR (Range<12), a mechanizm kompen-
sacyjny jest dokumentowany jako czynny proces
reinerwacji obocznej. W stanie ostrym przy za-
chowanej sile mie$nia proces dynamiczny czynnej
reinerwacji wyraza si¢ wzrostem pola pozosta-
tych PCJR i ogromng zmiennos$cig ich ksztaltu.
Ta zmiennos¢ jest wynikiem zaburzen transmisji
w koncowych rozgalezieniach nerwowych i nowo
tworzonych ptytkach ruchowych. W miare doj-
rzewania tych struktur nastepuje proces stabilnej
kompensacji, ktérego zakonczenie jest udoku-
mentowane widoczng stabilizacja PCJR, stabilnej
i zmniejszonej czestotliwosci rekrutowanych JR,
oraz drastycznym spadkiem sily badanego mie-
$nia. W procesach neurogennych skutecznosc¢
mechanizmoéw kompensacji przy czynnej dyna-
micznie reinerwacji zawsze powoduje zachowanie
prawidlowej funkcji ruchowej mies$nia (generacja
normalnej sily). Natomiast po zakonczeniu re-
inerwacji i dalszym ubytku liczby JR, wystepuje
zmniejszenie aktywno$ci pozostatych, nadmier-
nie przeciagzonych JR oraz zmniejszenie generacji
mocy wyjsciowej miesnia, charakterystyczne dla
stanow przewleklych. Nasze kliniczne doswiad-
czenie z implementowanym programem sugeruje,
aby przed wydaniem ostatecznej oceny i opisem
interpretacji wynikéw badania EMG, dokona¢
szybkiego przegladu rejestrowanych zapiséw ra-
zem z ich automatyczng analizg. Przeglad i kore-
lacja z innymi badaniami klinicznymi sg rowniez
pomocne w okreslaniu specyficznych cech sygna-
téw EMG dla danego procesu chorobowego. Jed-
nym z zasadniczych wnioskdw pozytywnego za-
konczenia tematu KBN, w ktérym podstawowym
narzedziem byla wlasna decyzja wprowadzenia
metody w Polsce, jako nowego standardu badan
diagnostycznych. Dlatego za zgoda firmy Medtro-
nic implementowali$my nasz program do apara-
tow ,,Keypoint” powszechnie uzywanych w kraju.
Wykorzystujac wlasciwosci nowoczesnego syste-
mu komputerowego EMG-Keypoint oraz dostep
do automatycznej kontroli wzmacniaczy EMG,
zostaly opracowane odpowiednie zmiany meto-

dyczne i programowe. Unikalnym rozwigzaniem
implementowanego programu jest rozbudowana
baza danych pacjenta, gdzie sa przechowywane
»zywe” sygnaly EMG razem z ich koncowymi wy-
nikami. Szybki ich przeglad pozwala przesledzi¢
wszystkie procedury, od pomiaru, sposobu prze-
twarzania, analizy, do wyswietlania i interpretacji
koncowych wynikow. Jest to niezwykle pomocne
przy glebszym poznaniu mechanizméw kompen-
sacyjnych, ich skutecznosci i ograniczen zaleznie
od rodzaju i wielko$ci uszkodzenia, odpowiedzial-
nych za kliniczny stan mie$nia.
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Sesja IV: Elektrofizjologia rytmow biologicznych

Modulujaca rola synaps elektrycznych
w generowaniu hipokampalnego rytmu theta
u anestetyzowanego szczura

The modulatory role of gap junctions in the generation
of hippocampal theta rhythms in the anesthetized rat

Renata Bocian, Anna Postuszny, Tomasz Kowalczyk, Henryk Golebiewski, Jan Konopacki

Katedra Neurobiologii, Uniwersytet £odzki

Streszczenie

W prezentowanej pracy badano role synaps elek-
trycznych formacji hipokampa (HPC) w generowa-
niu lokalnie rejestrowanego rytmu theta. W tym
celu w dwoch niezaleznych grupach doswiadczal-
nych wykonywane zostaly iniekcje blokera synaps
elektrycznych (karbenoksolonu) oraz ich otwie-
racza (trimetyloaminy). Dohipokampalne iniek-
cje karbenoksolonu prowadzily do zaniku rytmu
theta. Hamujacy efekt iniekcji tego blokera poja-
wial si¢ 30 min po podaniu, byt dtugotrwaly, lecz
w pelni odwracalny. Natomiast dohipokampalne
iniekcje trimetyloaminy wywotywaty dobrze zsyn-
chronizowany rytm o podwyzszonej amplitudzie
i mocy. Wplyw iniekeji tego zwigzku byt réwniez
odwracalny. Uzyskane w obecnej pracy wyniki
dostarczajg pierwszych dowodéw wskazujacych na
udzial synaps elektrycznych formacji hipokampa
w mechanizmach synchronizacji lezacych, u pod-
staw generowania spontanicznego rytmu theta
u uretanizowanych szczuréw.

Stowa kluczowe: rytm theta, synapsy elektryczne,
in vivo

Abstract

The role of gap junction coupling in the genera-
tion of hippocampal (HPC) theta rhythms in ure-
thanized rats was investigated in the present study.
Specifically, we analyzed the effects of HPC infusions
of a gap junction blocker, carbenoxolone, and a gap
junction opener, trimethylamine, on theta rhythms.
Injection of carbenoxolone abolished spontaneous
HPC theta activity. This inhibitory effect developed
approximately 30 min. after drug administration
and was found to be long lasting, but fully reversi-
ble. However, intrahippocampal injection of trime-
thylamine evoked well synchronized theta rhythms
with increased amplitude and power. This effect was
also reversible.

The data obtained in the present study provides
the first evidence for the contribution of HPC gap
junctions to the mechanisms underlying neuronal
synchrony allowing the production of spontaneous
theta activity in urethanized rats.

Key Words: theta rhythm, gap junctions, in vivo
Wstep

Rytm theta jest elektroencefalograficznym
(EEG) wzorcem aktywnosci hipokampa, zwigza-
nym z procesami tworzenia sladow pamieciowych,
orientacjg w przestrzeni oraz integracjg czuciowo-
ruchowgy [1, 2, 3, 4]. Obecnie wiadomo, ze ekspre-
sja réznych stanéw funkcjonalnych mézgu wyma-
ga dzialania, co najmniej dwdch, komplementar-
nych systeméw komunikacji miedzykomoérko-
wej. Pierwszy to podlegajace zlozonej modulacji
szlaki transmisji chemicznej. Drugi realizowany
jest dzieki utrzymywaniu cigglosci cytoplazmy
miedzy komoérkami za posrednictwem struktur
okreslanych jako synapsy elektryczne (polaczenia
szczelinowe, ang. gap junctions) [5]. Aktywnos¢
synaps elektrycznych sprawia, ze w obszarze wie-
lu komdrek nerwowych odbywa sie bezposred-
nia i natychmiastowa wymiana jonéw i innych
malych molekul zapewniajacych przekazywanie
sygnatéw metabolicznych. Realizowana w ten spo-
séb koordynacja procesow fizjologicznych calych
grup komdrek tworzacych sie¢ neuronalng stano-
wi prawdopodobne podloze synchronizacji, ktéra
lezy u podstaw powstawania zjawisk rytmicznych
w polowym sygnale EEG [6, 7].

Wczesniejsze  badania  elektrofizjologiczne,
prowadzone w warunkach in vitro, potwierdzity
znaczenie synaps elektrycznych dla generowania
dwdch rodzajow aktywnosci oscylacyjnej forma-
cji hipokampa (HPC): rytmu gamma [7] oraz tzw.
szybkich oscylacji [6]. Mocny argument przema-
wiajacy za tym, ze gléwna rolg synaps elektrycz-
nych jest warunkowanie proces6w synchronizacji
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per se, stanowi ich $cisty zwigzek z powstawaniem
hipokampalnych wyladowan epileptycznych [8].

Stwierdzenie obecnosci synaps elektrycznych
w polach CA1l, CA3 oraz w zakrecie z¢batym
hipokampa, uwazanych za wewnatrzhipokam-
palne generatory rytmu theta, stalo si¢ kolejng
wazng przestanka zachecajacg do badan roli po-
taczen szczelinowych w powstawaniu tego ryt-
mu [8, 9]. Przeprowadzone przez nasz zespol
doswiadczenia dostarczyly pierwszego bezpo-
$redniego dowodu wskazujacego na bezposred-
ni udzial synaps elektrycznych w powstawaniu
hipokampalnego rytmu theta. W badaniach
in vitro prowadzonych na skrawkach hipokampa
z wykorzystaniem naszego modelu indukowanej
karbacholem aktywnosci theta, sprawdzany byt
wplyw oddzialywania karbenoksolonu i chininy,
zwigzkdw blokujacych synapsy elektryczne [10].
Efektem podania obu blokerow bylo catkowite
zniesienie wywolanego karbacholem rytmu the-
ta. Uzyskane wyniki wskazaly zatem, ze aktyw-
no$¢ synaps elektrycznych formacji hipokampa
stanowi jeden z kluczowych mechanizméw nie-
zbednych dla powstawania rytmu theta w wa-
runkach pozaustrojowych.

W doswiadczeniach in vivo, przeprowadzonych
na swobodnie poruszajgcych si¢ kotach, badano
wplyw dwodch blokeréw synaps elektrycznych,
karbenoksolonu i chininy, na hipokampalny rytm
theta [11]. Zwiazki te podawano bezposrednio do
hipokampa lub obwodowo. W pierwszym przy-
padku odnotowano znaczace zmniejszenie ampli-
tudy rytmu theta, w drugim jego catkowite zablo-
kowanie. W kazdym wariancie obserwowany efekt
rozwijal sie wolno i okazal si¢ w pelni odwracalny.
W ten sposéb po raz pierwszy udokumentowa-
no istotng role synaps elektrycznych w powsta-
waniu i utrzymywaniu rytmu theta w warunkach
ustrojowych.

W celu rozszerzenia zakresu badan nad zagad-
nieniem roli synaps elektrycznych w mechani-
zmie ekspresji hipokampalnego rytmu theta, po-
stanowiliSmy przeprowadzi¢ serie do$wiadczen,
wykorzystujac stosowany w wielu laboratoriach
model uretanizowanego szczura. W niniejszej
pracy sprawdzalismy wplyw dohipokampalnych
iniekcji dwoch, przeciwstawnie dzialajacych na
synapsy elektryczne, zwigzkéw: karbenoksolonu
— blokera synaps elektrycznych oraz trimetylo-
aminy - ich otwieracza. Oba zastosowane far-
maceutyki w sposéb spektakularny wptywaly na
spontanicznie generowany rytm theta. Konkret-
nie, karbenoksolon zmniejszal amplitude¢ i moc
rytmu theta, natomiast trimetyloamina wywoty-
wala wyrazne zwigkszenie amplitudy i mocy ba-

danego rytmu. Oba obserwowane wplywy byly
odwracalne.

Materialy i metody

Doswiadczenia przeprowadzone zostaly na 20
szczurach, samcach linii Wistar, o masie ciata 120
-150 g. Wszystkie zwierzeta przed przystapieniem
do doswiadczen poddane zostaly dwuetapowej
narkozie. W pierwszym etapie zwierzeta wpro-
wadzane byly w stan ogdlnego znieczulenia przez
zastosowanie anestetyku wziewnego - halotanu.
Nastepnie, u u$pionych w ten sposob zwierzat,
preparowano zyle jarzmowsa, do ktérej wprowa-
dzano kateter wypelniony drugim anestetykiem
— uretanem.

Tak przygotowane zwierzeta umieszczano
w aparacie stereotaktycznym w celu implantacji
elektrody rejestracyjnej w formacji hipokampa oraz
kaniuli iniekcyjnej. Standardowo wszystkim szczu-
rom elektrode rejestracyjng implantowano prawo-
stronnie zgodnie ze wspdlrzednymi ustalonymi na
podstawie atlasu stereotaktycznego moézgu szczu-
ra (F=-32mm; L =22mm; H=2,6-2,8 mm)
[12]. Kaniula iniekcyjna znajdowala sie zawsze
po lewej stronie mdzgu, a miejsce jej implantacji
wyznaczane bylo zgodnie z nastepujacymi wspot-
rzednymi F = -3,2 mm; L = 2,2 mm; H = 3,1 mm
(Rycina 1) [12].

Po wykonaniu powyzszych czynnosci przyste-
powano do doswiadczen, ktére zawsze rozpoczy-
nala kontrolna rejestracja spontanicznej aktywno-
$ci EEG formacji hipokampalnej, przeprowadzana
bezposrednio przed iniekcja okreslonego zwigzku
farmakologicznego. Po zapisaniu sekwencji kon-
trolnej, w dwdch oddzielnych seriach doswiadczal-
nych, zwierzeta poddawane byly dohipokampal-
nym iniekcjom karbenoksolonu (blokera synaps
elektrycznych) oraz trimetyloaminy (otwieracza
synaps elektrycznych). Dodatkowo wykonana zo-
stala grupa doswiadczen kontrolnych, ktérych ce-
lem bylo okreslenie wptywu iniekeji 0,9% NaCl na
aktywno$¢ polowg theta.

W doswiadczeniach, podczas ktérych doko-
nywano dohipokampalnych iniekcji soli fizjolo-
gicznej i karbenoksolonu, kolejne poiniekcyjne
rejestracje hipokampalnej aktywnosci elektro-
encefalograficznej prowadzone byly co 30 minut
przez pierwsze 2 godziny po iniekcji, a nastepnie
co godzing, az do 10 godziny po podaniu kazdego
z wyzej wymienionych zwigzkéw. W ostatniej serii
doswiadczalnej, w ktdrej podawano do formacji
hipokampalnej trimetyloamineg, poiniekcyjne reje-
stracje wykonywane byty, podobnie jak w dwdch
wczesniejszych seriach doswiadczalnych, najpierw
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co 30 minut przez 2 godziny po iniekcji, a nastep-
nie co godzine do 4 godziny po dohipokampalnym
podaniu tego zwigzku.

Po zakonczeniu do$wiadczen hipokampalna ak-
tywnos$¢ EEG analizowana byla przy uzyciu progra-
mu komputerowego Spike 2 (Cambridge Electronic
Design). Z trwajacych po 200 s fragmentéw zapisu
aktywnosci spontanicznej wybierano po trzy dwu-
sekundowe epizody rytmu theta. Nastgpnie, kazdy
z epizodéw poddawany byt analizie opartej na algo-
rytmie szybkiej transormanty Fouriera (FFT). Ana-
liza FFT umozliwiala dokladne okreslenie wartosci
dominujacej czestotliwosci rytmu theta, a takze jej
mocy. Amplituda rejestrowanego rytmu odczytywa-
na byla bezposrednio z analogowego zapisu odtwa-
rzanego sygnalu na podstawie kalibracji z osi wspot-
rzednych.

Otrzymane podczas doswiadczen wartosci
amplitudy oraz czestotliwosci rytmu theta (w po-
szczegolnych sekwencjach czasowych), przed in-
iekcja i po podaniu leku, poddawane byly analizie
statystycznej. Opracowanie statystyczne w calosci
wykonane zostalo przy uzyciu programu kompu-
terowego Statistica 6.0 PL. W pierwszej kolejnosci
obliczano warto$¢ $rednig (x,) oraz btad standar-
dowy $redniej (SE) dla wyzej wym1en1onych pa-
rametrow. Nastepnie, w celu zbadania réznic po-
miedzy parametrami rytmu theta rejestrowanego
w poszczegdlnych sekwencjach czasowych serii
kontrolnej z odpowiednimi wartosciami rejestro-
wanymi w poszczegdlnych sekwencjach czasowych
serii doswiadczalnych, podczas ktérych podawano
dohipokampalnie karbenoksolon i chining, zasto-
sowano test U Manna-Whitneya [13].

Wyniki

Wplyw dohipokampalnych iniekcji 0, 9% NaCl na
lokalnie rejestrowany rytm theta - seria do$wiad-
czen kontrolnych

U zwierzat grupy kontrolnej, u ktérych do HPC
podawano sdl fizjologiczng (w objetosci 1 ul) przez
pierwsze dwie godziny parametry rytmu theta po-
zostawaly na poziomie wartosci rejestrowanych
przed iniekcjg (Rycina 2). Od 3 godziny az do ostat-
niej rejestracji, tj. 10 godzin po dohipokampalnej
iniekcji 0,9% NaCl, obserwowano stopniowy spa-
dek amplitudy i mocy hipokampalnego rytmu the-
ta. Najprawdopodobniej stopniowe obnizanie si¢
warto$ci tych parametréow spowodowane bylo po-
stepujacym odwodnieniem zwierzecia, a nie wsku-
tek iniekcji.

Godny uwagi jest fakt, ze obnizeniu amplitudy
i mocy towarzyszyt brak zmian czestotliwosci ryt-
mu theta (Rycina 2).

Wplyw dohipokampalnych iniekcji karbenokso-
lonu (blokera synaps elektrycznych) na lokalnie
rejestrowany rytm theta

Po dohipokampalnych iniekcjach karbenoksolo-
nu w dawce 100 pg/1 pl w pierwszej poiniekcyjnej
sekwencji czasowej, tj. 30 minut po iniekeji, nastapit
wyrazny i istotny statystycznie spadek $redniej war-
tosci amplitudy i mocy rytmu theta w poréwnaniu
z warto$ciami obserwowanymi w tej samej sekwen-
cji czasowej doswiadczen kontrolnych (Rycina 2,
4A). Podczas kolejnych dwdch rejestracji obserwo-
wano dalszy spadek amplitudy i mocy, a 3 godziny
po dohipokampalnych iniekcjach karbenoksolonu
zaobserwowano zanik rytmu theta z zapisu aktyw-
nosci EEG formacji hipokampa. W tym czasie re-
jestrowano wylacznie aktywnos$¢ zdesynchronizo-
wang (ang. large irregular activity, LIA). Pojedyncze
epizody rytmu theta zaobserwowano ponownie po
uplywie 6. godzin od dokonanych mikroiniekgji.
Jednak $rednie wartosci amplitudy i mocy badane-
go wzorca EEG byly mniejsze od wartosci obserwo-
wanych w tym samym czasie w serii doswiadczen
kontrolnych. Stopniowy wzrost wyzej wymienio-
nych parametréw notowany byt w kolejnych dwéch
sekwencjach czasowych (w 7 i 8 godzin po iniekc;ji),
jednak $rednie wartoéci amplitudy i mocy w dal-
szym ciagu byly nizsze w poréwnaniu z wartoscia-
mi tych parametrow rejestrowanymi w tym samym
czasie w serii doswiadczen kontrolnych. Dopiero
w 9. godzinie od chwili iniekcji karbenoksolonu do
HPC, $rednie warto$ci mocy rytmu theta byty po-
réwnywalne z warto$ciami mocy rejestrowanymi
w serii dos§wiadczen kontrolnych. Amplituda osta-
tecznie osiaggneta poziom poréwnywalny z warto-
$ciami rejestrowanymi w serii kontrolnej dopiero
w ostatniej sekwencji rejestracyjnej, czyli 10 godzin
po iniekeji (Rycina 2, 4A).

Nalezy podkredli¢, ze czestotliwo$¢ badanej
aktywnosci EEG nie ulegta zmianie w trakcie do-
$wiadczen i utrzymywala sie na poziomie zblizo-
nym do rejestrowanego w serii doswiadczen kon-
trolnych (Rycina 2, 4A).

Wplyw dohipokampalnych iniekcji trimetyloami-
ny (otwieracza synaps elektrycznych) na lokalnie
rejestrowany rytm theta

Po iniekcjach trimetyloaminy w dawce 15 pg/1 ul
do formacji hipokampa w pierwszej poiniekcyjnej
sekwencji czasowej (30 minut po iniekcji) nastapit
istotny statystycznie wzrost $rednich wartosci am-
plitudy i mocy rytmu theta w poréwnaniu z warto-
$ciami obserwowanymi w tej samej sekwencji czaso-
wej do$wiadczen kontrolnych. W kolejnej sekwencji
czasowej, czyli godzing po iniekcji, amplituda i moc
rytmu osiagnely najwyzsze wartosci. Péttorej godzi-
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ny po iniekcji trimetyloaminy do HPC obserwowa-
no stopniowe obnizenie $rednich wartosci amplitu-
dy i mocy az do osiagniecia, w 3. godzinie po in-
iekcji, wartosci poréwnywalnych z tymi uzyskanymi
w grupie kontrolnej (Rycina 3, 4B).

Podobnie jak w serii doswiadczen, podczas ktorych
do HPC podawano karbenoksolon, po iniekcjach tri-
metyloaminy nie zaobserwowano zmian w czgstotli-
wosci aktywnosci polowej theta (Rycina 3, 4B).

Dyskusja

Dohipokampalne iniekcje dwoch zwigzkow prze-
ciwstawnie dzialajacych na aktywno$¢ synaps elek-
trycznych: karbenoksolonu i trimetyloaminy, ujaw-
nity dwa, antagonistyczne wzgledem siebie, wptywy
na lokalnie generowany rytm theta. Karbenokso-
lon, bloker synaps elektrycznych, stopniowo tlumit
hipokampalng aktywno$¢ theta, az do calkowitego
jej zniesienia. Trimetyloamina, otwieracz synaps
elektrycznych, przeciwnie - powodowata wyrazny
wzrost amplitudy i wzmocnienie synchronizacji fal
w pasmie theta. Otrzymane rezultaty badan stanowia
bezposredni dowdd na krytyczne znaczenie synaps
elektrycznych w ekspresji rytmu theta w hipokampie
uretanizowanych szczuréw.

Dziatanie zastosowanych zwigzkéw réznilo sie nie
tylko kierunkiem wywolywanych zmian, lecz takze
dynamikg ich przebiegu. Skutki iniekcji karbenokso-
lonu ujawnialy si¢ stopniowo, powodujac po 3 godzi-
nach calkowite zahamowanie aktywnosci theta. Tak-
ze ustepowanie dzialania tego zwigzku bylo znacznie
przedluzone. Pierwsze epizody rytmu theta, poja-
wiajace sie po indukowanej karbenoksolonem bloka-
dzie, zarejestrowane zostaly po okoto 6 godzinach od
podania zwigzku, lecz dopiero w 10. godzinie para-
metry rytmu osiagnely wartosci kontrolne (tj. porow-
nywalne z grupg otrzymujaca sol fizjologiczng). Efekt
trimetyloaminy ujawniat si¢ po 30 minutach, osiaga-
jac swoje maksimum w godzin¢ po podaniu zwigz-
ku. Po 3 godzinach od iniekcji parametry rytmu
powracaly do wartos$ci kontrolnych. Zréznicowanie
dynamiki proceséw wywolywanych przez badane
farmaceutyki moze sugerowac, ze oba zwigzki wyko-
rzystuja odmienne mechanizmy oddzialtywania na
synapsy elektryczne. Uzyskane w tej pracy wyniki nie
upowazniajg jednak do dokladnej analizy mozliwego
molekularnego substratu lezagcego u podstaw dziala-
nia obu zwigzkow na synapsy elektryczne.

Jak pokazaly nasze badania, wplyw blokujacy
karbenoksolonu na rytm theta jest odwracalny, lecz
jego zniesienie wymaga wielu godzin. Jednocze$nie,
amplituda i moc pojawiajacego sie ponownie rytmu
nigdy nie osiagaly wartosci sprzed iniekeji zwigzku.
Z tego powodu takze w doswiadczeniach kontrol-

nych (z iniekcjg soli fizjologicznej) nalezato rozsze-
rzy¢ zakres rejestracji hipokampalnego EEG tak, aby
zbada¢, czy czas, a dokladniej kumulacja skutkéw
wielogodzinnych doswiadczen per se, zmieniajg para-
metry rytmu theta. Okazalo sie, ze w warunkach kon-
trolnych tylko przez pierwsze 2 godziny po iniekcji
rytm theta utrzymuje wyjsciowe wartosci amplitudy
i mocy. Pdzniej obserwuje sie stopniowe zmniejsza-
nie tych parametréw. Wyniki dlugotrwalej rejestracji
EEG ujawnity wyrazny wptyw dodatkowego czynni-
ka, ktory oddzialuje na amplitude i moc rytmu theta.
Jest nim czas trwania doswiadczenia. W celu wyeli-
minowania zmiennej czasu z obrazu zmian aktyw-
nosci theta, dane uzyskane po iniekcji karbenokso-
lonu poréwnywane byly z wynikami otrzymanymi
w odpowiednich sekwencjach czasowych w doswiad-
czeniach kontrolnych.

Interesujacym zagadnieniem jest sam czas odro-
czenia wplywu dzialania karbenoksolonu. Co cieka-
we, podobny czas odroczenia wptywu karbenoksolo-
nu na rytm theta (okoto godziny), a pdzniej jego znie-
sienia zostal zaobserwowany w naszych poprzednich
do$wiadczeniach przeprowadzonych na swobodnie
poruszajacych si¢ kotach [11]. Zestawienie rezul-
tatow obu prac moze wskazywac, ze podloze odro-
czonego i dlugotrwalego dziatania karbenoksolonu
jest podobne u obu badanych gatunkow i nie zalezy
od przyjetego modelu doswiadczalnego (swobodnie
poruszajace si¢ koty vs. uretanizowane szczury). Jak
wczedniej sugerowano, proces odroczenia wplywu
karbenoksolonu na synapsy elektryczne moze by¢
wynikiem potranslacyjnej fosforylacji podjednostek
biatkowych budujgcych konekson [14].

Dohipokampalne iniekcje zaréwno karbenoksolo-
nu, jak i trimetyloaminy, wywieraly wplyw na ampli-
tude oraz moc sygnatu w pasmie theta. Czgstotliwos¢
rytmu pozostawala jednak niezmieniona. Fakt ten
znajduje potwierdzenie we wczesniejszych badaniach
dotyczacych niezaleznej regulacji amplitudy i mocy
oraz czestotliwodci rytmu theta. Dzieki nim wiado-
mo, Ze kontrola parametréw rytmu theta odbywa sie
na drodze wzajemnej wspolpracy szeregu struktur
zlokalizowanych na réznych pietrach mézgowia [4,
15]. Substrat neuronalny srodkowej przegrody i hipo-
kampa programuje amplitude rytmu theta [4, 16,
17], podczas gdy struktury nizszych partii mézgowia
regulujg zaréwno jego czestotliwos¢, jak i amplitude
lub tylko czgstotliwos¢ [4, 18]. W ten sposob wplyw
eksperymentalnych manipulacji na poziomie hipo-
kampa ogranicza si¢ jedynie do zmian amplitudy
i mocy hipokampalnego rytmu theta.

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych ba-
dan na modelu uretanizowanego szczura wskazuja,
ze aktywnos$¢ synaps elektrycznych stanowi drugi,
komplementarnywzgledemukladéwprzekaznictwa
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chemicznego, mechanizm generowania rytmu the-
ta, rownie niezbedny dla jego powstawania. O ile
udzial przewodnictwa elektrycznego w powstawa-
niu rytmu theta jest niewatpliwy — wskazujg na to
nasze obecne jak i wczedniejsze badania przepro-
wadzone na odmiennych modelach badawczych
[10, 11], o tyle problemem otwartym pozostaje me-
chanizm dzialania modulatoréw synaps elektrycz-
nych. Zagadnienie to wymaga oddzielnych badan.

Podziekowania

Praca finansowana z grantu Nr N401 2811 33.

kaniula iniekcyjna elektroda rejestracyjna
7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7

Bregma - 3.2 mm

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy lokalizacje ka-
niuli iniekcyjnej oraz elektrody rejestracyjnej im-
plantowanych do formacji hipokampa (HPC). Ry-
cina opracowana na podstawie atlasu stereotaktycz-
nego mozgu szczura [12].
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Rycina 2. Dynamika zmian podstawowych parame-
trow spontanicznego rytmu theta rejestrowanego
z formacji hipokampa po iniekcjach soli fizjologicz-
nej (=) oraz karbenoksolonu (4). Analiza statystycz-
na: U-test Manna-Whitneya (* p<0,05; ** p<0,01;
**#* p<0,001 vs grupa kontrolna).
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Rycina 3. Dynamika zmian podstawowych parame-
trow spontanicznego rytmu theta rejestrowanego
z formacji hipokampa po iniekcjach soli fizjologicz-
nej (w) oraz trimetyloaminy (a). Analiza statystycz-
na: U-test Manna-Whitneya (* p<0,05; ** p<0,01;
**#* p<0,001 vs grupa kontrolna).
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Rycina 4. Wpltyw dohlpokampalnych iniekcji kar-
benoksolonu (A) i trimetyloaminy (B) na sponta-
niczny rytm theta rejestrowany z formacji hipo-
kampa. Rycina przedstawia dwusekundowe epizo-
dy rytmu theta z zapisu hipokampalnej aktywnosci
EEG rejestrowanej przed iniekcja karbenoksolonu
i trimetyloaminy (kontrola) oraz w wybranych
poiniekcyjnych sekwencjach czasowych (kalibra-
cja: 15/200 uV). Histogramy dotycza przedstawio-
nych fragmentdw zapisu analogowego (0§ X — Hz,
08Y — uv?).
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Udzial zakretu zebatego formacji hipokampa
w generowaniu rytmu theta in vitro

The contribution of the dental gyrus in the generation
of hippocampal theta rhythm in vitro
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Streszczenie

W obecnych do$wiadczeniach badano zdolno$¢
obszaru komodrek ziarnistych zakretu zebatego
(DG) do samodzielnego generowania rytmu theta,
powstajacego w warunkach in vitro w wyniku to-
nicznego pobudzenia cholinergicznego. W bada-
niach postuzono si¢ dwiema technikami: i/rejestra-
cja profilu warstwowego rytmu theta, ii/rejestracja
aktywno$ci EEG skrawkow czesciowych. Analiza
profilu warstwowego rytmu wykazala brak zmiany
fazy oraz brak szczytu amplitudy rejestrowanej ak-
tywnosci theta w obszarze zakretu zgbatego. Ponad-
to stwierdzono, ze zaden z 32 przebadanych skraw-
kow czesciowych DG nie generowal rytmu theta
w odpowiedzi na perfuzje roztworem karbacholu.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze obszar gérnej blasz-
ki zakretu zgbatego nie jest zdolny do niezaleznego
generowania rytmu theta w warunkach in vitro.

Stowa kluczowe: rytm theta, in vitro, profil warstwo-
wy, zakret zgbaty

Abstract

The ability of the dental gyrus (DG) to contribu-
te to the independent generation of cholinergically
induced theta rhythms was investigated in the pre-
sent study. Two different techniques were used in
these experiments including the recording of theta
rhythm laminar profiles, and the recording of tran-
sected slices EEG activity. Detailed analysis of the la-
minar profiles demonstrated that there was no theta
phase-shift or peak of theta amplitude in the dentate
area. Moreover, the present study has revealed that
a DG transected slice is not capable of producing

cholinergically induced theta rhythm itself; none of
the 32 slices tested generated theta rhythm. The me-
chanisms underlying the generation of hippocampal
theta rhythm recorded in vitro are discussed.

Key Words: theta rhythm, in vitro, dentate gyrus, la-
minar profile

Wstep

Rytm theta stanowi najbardziej charakterystycz-
ny przyklad proceséw oscylacyjnych i synchroni-
zacyjnych zachodzacych w sieciach neuronalnych
osrodkowego ukladu nerwowego. Koncepcje do-
tyczace generowania rytmu theta w formacji hipo-
kampa (HPC) zaktadajg, Ze potencjaly polowe reje-
strowane zewnatrzkomdrkowo w postaci rytmicznej
aktywnosci theta, powstajg w wyniku przestrzen-
nego sumowania si¢ synchronicznych potencjatow
postsynaptycznych generowanych w poszczegol-
nych warstwach HPC. Okreslenie topografii poten-
cjaléw elektrotonicznych powstajacych w formacji
hipokampa podczas generowania rytmu pozwala na
identyfikacje obszarow komoérkowych bezposrednio
biorgcych udzial w powstawaniu aktywnosci ryt-
micznej [1]. Badania profili warstwowych fazy oraz
amplitudy rytmu theta in vivo prowadzone od po-
czatku lat 70. ubieglego wieku wykazaly, ze istnieja
dwa niezalezne, wewnatrzhipokampalne generatory
theta. Pierwszy z nich zlokalizowano w warstwie
wschodowej pola CAl hipokampa wlasciwego,
a drugi w warstwie ziarnistej zakretu z¢batego (DG).
Rytm theta rejestrowany z obu generatoréw byt od-
wrocony w fazie o 180° [2, 3, 4, 5, 6].

Pierwszych rejestracji rytmu theta w warunkach
pozaustrojowych dokonano pod koniec lat 80 ubie-
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glego wieku [7, 8, 9]. Badania prowadzone od tego
czasu udowodnily, ze aktywnos¢ rytmiczna wywota-
na cholinergicznie w skrawkach formacji hipokampa
in vitro odtwarza wiekszo$¢ cech rytmu theta reje-
strowanego w preparatach in vivo [7, 10]. Co wie-
cej, wprowadzenie techniki rejestracji EEG w tzw.
skrawkach czg¢sciowych pozwolito wykaza¢, ze w ob-
rebie formacji hipokampa istnieje trzeci niezalezny
generator aktywnosci rytmicznej, zlokalizowany
w obszarze komoérek piramidalnych pola CA3c [9].
Wyniki dalszych badan topografii rytmu theta w pre-
paratach HPC prowadzone w naszym laboratorium
podwazyly jednak koncepcje trzech niezaleznych,
wewnatrzhipokampalnych generatoréw aktywnosci
rytmicznej. W doswiadczeniach tych analizowalismy
przebieg zmian fazy i amplitudy rytmu theta in vitro
[11]. Otrzymane wyniki (brak zmiany fazy oraz brak
szczytu amplitudy fal theta w obszarze zakretu zeba-
tego) wskazywaly, ze obszar DG, uznawany wcze$niej
za niezalezny generator theta, moze nie bra¢ udzialu
w powstawaniu tego rodzaju aktywnosci EEG w for-
macji hipokampa.

Celem obecnych badan jest ostateczne zweryfi-
kowanie hipotezy trzech niezaleznych generatoréw
rytmu theta w formacji hipokampa, a w szczegolno-
$ci okreslenie, czy obszar grzbietowej blaszki zakre-
tu zebatego generuje rytm theta niezaleznie od pdl
CALl i CA3c. Aby odpowiedzie¢ na tak postawione
pytania, postuzyliSmy si¢ dwiema technikami do-
$wiadczalnymi: i/rejestracjg profilu warstwowego
fazy i amplitudy rytmu theta, ii/rejestracja aktyw-
nosci EEG skrawkéw czesciowych HPC.

Materialy i metody

Doswiadczenia przeprowadzono na 92 prepa-
ratach pobranych od 50 szczuréw. Zwierzeta byly
anestetyzowane eterem, dekapitowane, a z mozgow
preparowane byly skrawki formacji hipokampa
(~500 pum). Technika utrzymywania preparatéw
w warunkach pozaustrojowych przedstawiona zo-
stala we wczesniejszych pracach (8, 9, 11]. Aktyw-
no$¢ EEG wywolywana byla perfuzja preparatow
roztworem karbacholu (50 pM) w sztucznym plynie
moézgowo-rdzeniowym. Sygnal EEG rejestrowany
byt przy uzyciu elektrod szklanych o opornosci 3-
5 MQ. Przeprowadzono dwa cykle doswiadczalne.

Profil warstwowy rytmu theta

Badania przeprowadzono na 35 preparatach
HPC pobranych od 20 szczuréw. W kazdym do-
$wiadczeniu aktywnos$¢ EEG rejestrowana byla przy
uzyciu dwoch elektrod: stacjonarnej, umieszczonej
w warstwie wschodowej pola CA1 oraz wedrujacej,
przemieszczanej wzdluz grzbietobrzusznej osi pre-

paratu w 22 punktach przez pole CA1, gérng blaszke
DG, wneke oraz dolng blaszke DG (Rycina 2A, B).
Analiza zapiséw aktywno$ci EEG dokonywana byla
przy uzyciu programu Spike 2.4 (Cambridge Elec-
tronic Design Ltd.). Badano zmiany amplitudy oraz
fazy rytmu w kolejnych punktach rejestracyjnych
elektrody wedrujacej. Amplitude w danym punk-
cie przedstawiano jako procent wartosci amplitudy
rytmu theta rejestrowanego przez elektrode stacjo-
narng. Zmiany fazy rytmu theta rejestrowanego
w kolejnych punktach w stosunku do rytmu reje-
strowanego jednocze$nie przez elektrode stacjonar-
na obliczano na podstawie algorytmu kroskorelacji
(256 Hz) pomiedzy dwusekundowymi odcinkami
rytmu rejestrowanymi przez obie elektrody.

Rejestracja EEG skrawkow czesciowych

Doswiadczenia przeprowadzono na 57 skraw-
kach cze$ciowych pobranych od 30 zwierzat. W ba-
daniach uzytych zostalo 15 skrawkow czesciowych
pola CA1, 10 skrawkéw czgsciowych pola CA3coraz
32 skrawki cze$ciowe obszaru DG. Rycina 1 szcze-
goétowo przedstawia technike preparowania wszyst-
kich trzech rodzajéw skrawkéw czesciowych for-
macji hipokampa. Analizie poddano nastepujace
parametry rejestrowanego rytmu theta: czestotli-
wos¢ (obliczana z algorytmu FFT), amplitude, czas
trwania epizodéw rytmu theta oraz czas trwania
przerw pomiedzy epizodami (okreslane bezposred-
nio z zapisu sygnatu EEG; Spike 2, Cambridge Elec-
tronic Design Ltd.).

Wyniki

Profil warstwowy rytmu theta

Rycina 2 przedstawia lokalizacje 22 punktow
toru elektrody wedrujacej oraz przyklady zapisow
rytmu theta. Zaobserwowano dwa szczyty ampli-
tudy rytmu: pierwszy, w warstwie wschodowej pola
CALl i drugi, w warstwie splotowo-drobinowej pola
CAL. Jednocze$nie, w warstwie promienistej CA1
zanotowano stopniowg zmiang fazy rejestrowanego
rytmu theta (Rycina 2C). Szczegétowa analiza pro-
filu warstwowego fazy wykazala, ze gdy elektroda
wedrujaca znajdowala sie w warstwie piramidowej
pola CA1 hipokampa wlasciwego (punkt 2), zaob-
serwowano pierwszg wyrazng zmiane fazy rytmu
theta. W dalszych punktach toru, zlokalizowanych
w warstwie promienistej pola CA1 (punkty 2-6) za-
rejestrowano stopniowa zmiang¢ fazy rytmu, ktéra
osiggnela warto$¢ 180° w okolicach warstwy sploto-
wo-drobinowej (punkt 7). Nastepnie, rytm rejestro-
wany z kolejnych warstw skrawka formacji hipo-
kampalnej pozostawal odwrdcony w fazie w stosun-
ku do rejestrowanego jednoczesnie przez elektrode
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stacjonarng o ok. 180° (punkty 7-18). W okolicach
komorek ziarnistych dolnej blaszki DG zmiana fazy
rejestrowanego rytmu spadia do ok. 150° (punkty
19-22) (Rycina 2D).

Zmiany warto$ci amplitudy rytmu theta przed-
stawione zostaly jako procent wartosci amplitudy
rytmu rejestrowanego jednoczesnie przez elektrode
stacjonarng (amplituda w punkcie 0 réwna 100%,
Rycina 2E). Pierwszy wyrazny szczyt amplitudy ryt-
mu zaobserwowano w warstwie wschodowej pola
CA1l (punkt 1). Nastepnie, amplituda rejestrowa-
nego sygnalu spadata, osiagajac minimalng wartos¢
tuz pod warstwg piramidowg CA1 (punkt 3). Rytm
theta o najwyzszej amplitudzie (182% wartosci am-
plitudy rytmu rejestrowanego z punktu odniesienia
w warstwie wschodowej pola CA1l) obserwowany
byl w warstwie splotowo-drobinowej (punkt 8).
W dalszych punktach rejestracyjnych amplituda
rytmu stopniowo spadala, osiggajac w ostatnim,
22 punkcie toru, jedynie 24% wartoéci amplitudy
rytmu rejestrowanego przez elektrode stacjonarng
(Rycina 2E).

Rejestracja EEG skrawkow czesciowych

Przeanalizowano zapisy aktywnosci EEG z 57
skrawkéw czesciowych, w tym 10 skrawkow cze-
sciowych CA3c, 15 skrawkéw czesciowych CAl
oraz 32 skrawkéw czesciowych DG. Wykazano, ze
obszar komorek piramidalnych pola CA3c forma-
cji hipokampalnej jest zdolny do samodzielnego
generowania rytmicznej aktywno$ci wolnofalowej
(Rycina 3A). W 6 z 10 przebadanych skrawkow
CA3c (60%), zarejestrowano rytm theta. Ponadto
stwierdzono, Ze odizolowany obszar komorek pira-
midalnych pola CAL1 jest réwniez zdolny do samo-
dzielnego generowania rytmu theta (6 z 15 przeba-
danych skrawkéw CA1 - 40%, generowalo rytm
theta w warunkach tonicznego pobudzenia cho-
linergicznego). Najwazniejsza obserwacja, jakiej
dokonano w omawianym cyklu doswiadczen, byto
stwierdzenie, ze zaden z 32 przebadanych skraw-
kow czesciowych DG nie generowal rytmu theta
w wyniku perfuzji skrawkéow roztworem 50 uM
karbacholu (Rycina 3A).

Poréwnanie podstawowych parametréow rytmu
theta rejestrowanego ze skrawkow czesciowych
CA1 oraz CA3c przedstawione zostalo na Rycinie
3B i C. Czestotliwos¢ rytmu theta rejestrowane-
go ze skrawkéw CA1 byla nizsza od czgstotliwosci
obserwowanej w skrawkach CA3c o ok. 0,8 Hz.
Srednia wartoé¢ amplitudy byla wyzsza w przy-
padku rytmu rejestrowanego ze skrawkow CA3c
o ok. 170 uV (Rycina 3B). Czas trwania epizodéw
rytmu theta byl dluzszy srednio o ok. 4 sekun-
dy w przypadku rytmu theta rejestrowanego ze

skrawkow CA3c, natomiast czas trwania przerw
pomiedzy epizodami byt wyraznie krétszy (o ok.
50 sekund) w przypadku rejestracji ze skrawkéw
CA3c (Rycina 3C).

Dyskusja

Badania topografii rytmu theta rejestrowanego
z formacji hipokampa prowadzone byty zaréwno
w warunkach in vivo, jak i in vitro [2, 3, 4, 5, 6,
11]. W doswiadczeniach tych wykazano istnienie
trzech podstawowych rodzajow profilu warstwo-
wego rytmu in vivo (Rycina 4A i B). Typ I profilu
warstwowego obserwowany u znieczulonych ure-
tanem lub unieruchomionych kurarg szczuréw
charakteryzuje si¢ gwaltowna zmiang fazy rytmu
(o 180°), zachodzaca w warstwie promienistej
pola CAl. Maksymalne wartosci amplitudy ryt-
mu theta rejestrowane s3 w warstwie wschodowej
pola CA1 oraz w okolicach bruzdy hipokampalne;j.
Charakterystyczng cechg typu I profilu warstwo-
wego jest tzw. ,strefa ciszy” (ang. null zone), wy-
stepujaca 50-150 pum ponizej warstwy komdrek
piramidalnych. W strefie ciszy rytm theta nie jest
rejestrowany [2, 3, 6]. Typ II profilu warstwowego
wystepuje u swobodnie poruszajacych sie szczu-
réw. Charakteryzuje si¢ stopniowa zmiang fazy re-
jestrowanego rytmu theta, zachodzaca w warstwie
promienistej hipokampa wlasciwego oraz brakiem
»strefy ciszy”. W tym typie profilu rytm theta osia-
ga maksymalng amplitude w okolicach warstwy pi-
ramidowej pola CA1 oraz w warstwie drobinowej
gornej blaszki zakretu zebatego [5]. Typ III profilu
warstwowego zostal opisany u znieczulonych ure-
tanem szczuréw. W tym przypadku szczyty am-
plitudy rejestrowanego rytmu theta zlokalizowane
sa w warstwach: wschodowej oraz splotowo-dro-
binowej hipokampa wtasciwego. Zmiana fazy ryt-
mu theta o 180° zachodzi stopniowo, podobnie jak
w typie II. W typie III profilu zarejestrowano jed-
nak druga zmiane fazy rytmu theta wystepujaca
w warstwie drobinowej gérnej blaszki zakretu ze-
batego [4]. Interesujacy wydaje sie fakt, ze badanie
topografii rytmu theta w warunkach in vivo pro-
wadzono przy zalozeniu obecnosci tylko dwdch
wewnatrzhipokampalnych generatoréw aktywno-
$ci rytmicznej. Istniejg natomiast dane sugeruja-
ce istnienie trzeciego generatora zlokalizowanego
w obszarze komorek piramidalnych pola CA3c [9,
12, 13]. W zwiazku z tym badania topografii ryt-
mu theta in vitro prowadzono w plaszczyznie prze-
chodzacej przez wszystkie trzy postulowane gene-
ratory rytmu, tzn. przez pole CAl, gérng blaszke
DG oraz pole CA3c [11]. W doswiadczeniach tych
zarejestrowano trzy zmiany fazy: pierwsza, stop-
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niowa w warstwie promienistej oraz dwie, bardziej
gwaltowne zmiany, zachodzace w grzbietowej oraz
brzusznej cze¢sci wneki (Rycina 4A). Zaobserwo-
wano jednocze$nie trzy szczyty amplitudy rytmu
theta: w warstwie wschodowej pola CA1, warstwie
splotowo-drobinowej CA1 (tuz nad bruzda hipo-
kampalng) oraz w okolicach warstwy piramidowej
pola CA3c (Rycina 4B). W omawianych badaniach
in vitro nie zarejestrowano szczytu amplitudy ryt-
mu w rejonie komdrek ziarnistych zakretu zebate-
go. Przeciwnie, obserwowano wyrazny spadek jej
wartos$ci, co moglto sugerowac, ze obszar ten moze
nie by¢ zdolny do samodzielnego generowania ryt-
mu theta [11].

Obecne badania majg na celu ostateczne roz-
strzygniecie kontrowersji dotyczacych obecnosci
niezaleznego generatora rytmu theta w obszarze
DG. Aby otrzymac¢ dane topograficzne, ktére moz-
na bezposrednio poréwnac z wczesniejszymi wy-
nikami in vivo, dokonywano rejestracji aktywnosci
EEG in vitro wzdluz toru lezacego w identycznej
plaszczyznie jak we wczesniejszych badaniach
in vivo [2, 3, 4, 5, 6] (Rycina 3, 4). Rejestrujac rytm
theta wzdluz toru biegnacego przez pole CA1 hipo-
kampa wlasciwego, gérng i dolng blaszke zakretu
zebatego oraz wneke, zaobserwowano dwa szczyty
jego amplitudy - pierwszy w warstwie wschodo-
wej, a drugi w warstwie splotowo-drobinowej pola
CAl. Jednocze$nie, w warstwie promienistej pola
CA1 zarejestrowana zostala stopniowa zmiana fazy
rytmu theta (Rycina 2D, E). Przebieg zmian fazy
i amplitudy rytmu theta zarejestrowany w obec-
nych badaniach wykazuje duze podobienstwo do
typu II profilu rytmu theta uzyskanego in vivo [5].
Zaréwno w typie II in vivo, jak i w obecnych ba-
daniach in vitro zmiana fazy rytmu theta miata
charakter stopniowy i zachodzila w warstwie pro-
mienistej hipokampa wtasciwego. Pelne odwrdce-
nie fazy rejestrowanego rytmu o 180° w obu przy-
padkach mialo miejsce nad bruzda hipokampalna
(Rycina 4A). Profil amplitudy rytmu theta w obec-
nych badaniach byl réwniez zblizony do typu II
profilu in vivo, w obu zarejestrowano dwa szczyty
amplitudy rytmu theta. Pierwszy z nich zlokalizo-
wany byt w okolicach warstwy wschodowej pola
CAl, drugi w okolicach bruzdy hipokampalnej
[5] (Rycina 4B). Istotng cechg rytmu rejestrowa-
nego w obecnych badaniach jest fakt, ze drugi
szczyt amplitudy zlokalizowany jest nad bruzda
- w warstwie splotowo-drobinowej pola CA1, na-
tomiast w obszarze zakretu zgbatego obserwowany
jest wyrazny spadek amplitudy aktywnosci theta.
Wyniki te sugeruja, ze rejon komorek ziarnistych
DG moze nie by¢ zaangazowany w powstawanie
aktywnosci rytmicznej w HPC.

W celu ostatecznego zweryfikowania proble-
mu wewngtrzhipokampalnych generatoréw rytmu
theta, w drugim etapie obecnych badan, zasto-
sowano metode skrawkow cze$ciowych. Wyni-
ki przeprowadzonych doswiadczen wykazuja, ze
pole CA3c oraz pole CA1 hipokampa wlasciwego
s3 niewatpliwie zdolne do samodzielnego genero-
wania rytmu theta w wyniku ekspozycji na 50 pM
roztwér karbacholu. W zadnym z 32 przebada-
nych preparatow czegsciowych, w ktorych obszar
DG pozostal w catkowitej izolacji, nie zarejestro-
wano jednak aktywnosci rytmicznej w wyniku za-
stosowanego pobudzenia cholinergicznego (Ryci-
na 3A). Powyzsze dane pokazuja, ze obszar gornej
blaszki zakretu zebatego, oddzielony od dwodch
pozostatych generatoréw, nie generuje rytmu the-
ta w warunkach in vitro. Rytm theta rejestrowany
z okolic komorek ziarnistych DG w nienaruszo-
nym preparacie formacji hipokampalnej moze by¢
przewodzony biernie z innych rejonéw skrawka,
na przyklad, z bezposrednio sasiadujacej z nim
warstwy splotowo-drobinowej pola CAl. Istnie-
ja wczedniejsze dane sugerujace, ze roéwniez rytm
theta rejestrowany z okolic bruzdy hipokampalne;
w warunkach in vivo moze nie by¢ generowany
w obszarze komorek ziarnistych zakretu zebatego.
Buzsaki [14] twierdzil, Ze rytm theta rejestrowany
z okolic bruzdy hipokampalnej generowany jest
przez komorki piramidalne pola CAl, a nastep-
nie biernie przewodzony do obszaru DG [14]. Po-
twierdzeniem takiej tezy moze by¢ fakt, ze w bada-
niach profilu warstwowego rytmu theta u szczu-
réw z komoérkami DG zniszczonymi promieniami
Roentgena (obserwowano spadek liczby komérek
ziarnistych o ponad 70%) nie zarejestrowano zna-
czacych réznic w przebiegu zmian fazy oraz loka-
lizacji 1 wartosci szczytow amplitudy rytmu theta
w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych [15]. Po-
nadto Leung [16, 17] stworzyl potwierdzony eks-
perymentalnie model, wyjasniajacy mechanizmy
zwigzane z generowaniem rytmu theta w HPC,
ktéry calkowicie pomijat udzial zakretu zebatego
w powstawaniu aktywnosci rytmicznej. Sugestie te
potwierdzajg rowniez nasze ostatnie badania kore-
lacji aktywnosci pojedynczych neuronéw forma-
cji hipokampa z rejestrowanym lokalnie rytmem
theta in vitro [18]. Ujawnily one zaskakujaco niska
populacje komorek ziarnistych DG, ktérych wyta-
dowania skorelowane byly z rejestrowanym polo-
wo rytmem theta.

Na koniec nalezy zwrdci¢ uwage na roznice, ja-
kie wystepuja pomiedzy rytmem theta rejestrowa-
nym ze skrawkow czesciowych CA1 i CA3c (Ryci-
na 3B). Z przeprowadzonej analizy wida¢, ze am-
plituda rytmu generowanego w skrawkach CA3c
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jest wyraznie wyzsza od rejestrowanej w skraw-
kach CA1l, czas trwania epizodéw rytmu jest diuz-
szy, a czas przerw pomiedzy epizodami znacznie
krotszy. Wyzsza amplituda rejestrowanej aktyw-
nosci EEG dowodzi wigkszej ilosci elementéw ko-
morkowych zaangazowanych w jej generowanie,
a dluzsze epizody i krotsze miedzy nimi przerwy
wskazuja na silniejsza synchronizacj¢ aktywnosci
komorek biorgcych udzial w generowaniu rytmu
theta w skrawkach czg¢sciowych pola CA3c. Dane
te zgodne sa z wynikami prac in vivo sugerujacy-
mi, ze obszar CA3c jest nadrzednym generatorem
aktywnosci rytmicznej, wywierajacym pobudza-
jacy wplyw na pozostate wewnatrzhipokampalne
generatory rytmu theta [19, 20].

Podsumowujac, przedstawione dane pokazuja,
ze obszar gornej blaszki zakretu z¢batego, odsepa-
rowany od dwdch pozostalych obszaréw preparatu
(pol CA1 i CA3c), nie generuje rytmu theta w wa-
runkach in vitro. Rytm theta rejestrowany z okolic
komoérek ziarnistych DG w nienaruszonym pre-
paracie formacji hipokampalnej jest przewodzo-
ny biernie z innych rejonéw skrawka, na przykiad
z bezposrednio sasiadujacej z nim warstwy sploto-
wo-drobinowej pola CA1.

1 //_FD\I "‘*-h\

Rycina 1. Schemat techniki preparowania skrawkow
cze$ciowych formacji hipokampalnej. Linie przery-
wane pokazuja ptaszczyzny ciecia skrawka: ptaszczy-
zna A - w celu uzyskania skrawka czg$ciowego CA1
(I); plaszczyzny B i C — w celu uzyskania skrawka
cze$ciowego DG (II); ptaszczyzny B, D i D’ — w celu
uzyskania skrawka czesciowego CA3c (III).
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Rycina 2. A. Schemat formacji hipokampalnej
z zaznaczonym polozeniem elektrody stacjonarnej
(krzyzyk) oraz 22 punktéw rejestracyjnych elektro-
dy wedrujacej (czarne kropki). B. Schemat przebie-
gu elektrody wzdtuz drzewa dendrytycznego ko-
morek piramidalnych i ziarnistych. C. Zapis profilu
warstwowego rytmu theta (linia pionowa pokazuje
szczyt fali rytmu rejestrowanego przez elektrode
stacjonarng w warstwie wschodowej pola CAl).
Kalibracja: 1 s, 200 uV. Usredniony profil warstwo-
wy fazy (+SE) (D) oraz amplitudy (+SE) (E) rytmu
theta. Wartosci amplitudy przedstawiono jako pro-
cent warto$ci amplitudy rytmu theta rejestrowanego
przez elektrode stacjonarng (100% w punkcie 0).
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Rycina 3. A. Przyktady zapisow EEG rejestrowa-
nych ze skrawkow czesciowych CA3c, CAl oraz
DG. Kalibracja 1's, 200 pV. B. Poréwnanie warto-
$ci $rednich (£SE) czestotliwosci oraz amplitudy
rytmu theta rejestrowanego w skrawkach czgscio-
wych CA1 oraz CA3c. C. Poréwnanie $redniego
czasu trwania epizodéw rytmu theta oraz przerw
pomiedzy epizodami (+SE) rytmu rejestrowa-
nego w skrawkach czesciowych CA1 oraz CA3c.
Analiza statystyczna: Kruskal-Wallis ANOVA
i Mann-Whitney test U, CA1 vs CA3c, * p<0,05,
* £<0,001.
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Rycina 4. Poréwnanie profili warstwowych ampli-
tudy (A) oraz fazy (B) rejestrowanych w obecnych
dos$wiadczeniach oraz wczesniejszych badaniach
in vivo i in vitro. S.or — warstwa wschodowa; S.p
— warstwa piramidowa; S.rad — warstwa promie-
nista; S.I-m — warstwa splotowo-drobinowa; F -
bruzda; S.mol — warstwa drobinowa; S.g — warstwa
ziarnista; Hil — wneka. Szczegoly w tekscie.
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Wplyw projekcji oreksynowej na aktywnos¢
listka ciala kolankowatego bocznego

The influence of the orexinergic system on the activity
of the intergeniculate leaflet neurons

Dobromita P¢kala, Tomasz Blasiak, Marian H. Lewandowski
Zaktad Neurofizjologii i Chronobiologii, Katedra Fizjologii Zwierzgt, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloriski

Streszczenie

Jedna z kluczowych funkcji oreksyn, peptydow
syntetyzowanych gléwnie przez neurony bocznego
podwzgorza, jest udzial w regulacji stanu snu i czu-
wania. Neurony oreksynowe tworza dyfuzyjny sys-
tem unerwiajacy wiele obszaréw mdzgowia, w tym
réwniez struktury nalezace do uktadu zegara biolo-
gicznego - jadra nadskrzyzowaniowe podwzgoérza
(ang. suprachiasmatic nucleus - SCN) oraz listek
ciala kolankowatego bocznego (ang. intergenicu-
late leaflet — IGL). SCN jest odpowiedzialny za ge-
neracje i regulacje rytmoéw okotodobowych, w tym
réwniez najwazniejszego dla organizmu cyklu snu
i czuwania. IGL uczestniczy nie tylko w regulacji
rytmow biologicznych, lecz takze moze bra¢ udziat
w kontroli innych niezwigzanych z nimi proceséw.
Poniewaz uklad oreksynowy moze by¢ czynnikiem
modulujagcym funkcje struktur zegara, dlatego ce-
lem przedstawionych eksperymentéw bylo zbada-
nie wplywu oreksyny A na aktywnos¢ listka ciata
kolankowatego bocznego.

Stowa kluczowe: oreksyna, listek ciata kolankowate-
g0 bocznego, szczur

Abstract

The major function of the hypothalamic pep-
tides — orexins is involvement in the regulation of
the sleep-wake state. Orexinergic neurons project
to many brain areas including structures of the bio-
logical clock - suprachiasmatic nucleus (SCN) and
intergeniculate leaflet (IGL). SCN is responsible
for the generation and regulation of the circadian
rhythms including the most important sleep-wake
cycle. IGL is involved not only in the regulation of
the biological rhythms but it also takes part in con-
trolling other noncircadian functions. Since orex-
inergic system might be the factor responsible for
the modulation of the biological clock structures
function, therefore the purpose of the presented
data was to investigate the influence of orexin A on
the activity of the intergeniculate leaflet neurons.

Key Words: orexin, lateral geniculate body leaflet, rat

Wstep

Oreksyny (hipokretyny) sa neurotransmiterami
peptydowymi, ktére zostaly odkryte w 1998 roku
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przez dwie niezalezne grupy badawcze. Peptydy te
s3 syntetyzowane gtéwnie przez neurony zlokali-
zowane w bocznej czesci podwzgorza [1]. Obecnie
znane s3 dwa typy oreksyn — oreksyna A (OX A)
oraz oreksyna B (OX B), ktére wywieraja wpltyw na
aktywnos¢ komorki poprzez dwa rézne receptory
metabotropowe — receptor typu pierwszego (OX-
R1) oraz receptor typu drugiego (OX-R2) [2, 3]. Po-
czatkowo sadzono, ze gtéwna funkcja tych pepty-
dow jest zwigzana z regulacja pobierania pokarmu.
Jednak dalsze badania wykazaly, ze moga one by¢
zaangazowane w regulacje wielu procesow fizjo-
logicznych. Na podstawie danych anatomicznych
stwierdzono, ze pomimo stosunkowo niewielkiej
liczby komorek oreksynowych, neurony te tworza
dyfuzyjny system unerwiajacy liczne struktury mo-
zgowia, w tym réwniez zrédla klasycznej projek-
cji niespecyficznej pnia mozgu (serotoninergiczne
jadra szwu, neurony noradrenargiczne miejsca si-
nawego oraz cholinegiczne jadra nakrywki), stajac
sie tym samym podstawowymi elementami w re-
akcji wzbudzenia mézgowia (ang. arousal). Istnieja
dane sugerujace obecnos¢ widkien oreksynowych
na obszarze struktur zegara biologicznego - jader
nadskrzyzowaniowych podwzgdérza - gléwnego
oscylatora rytméw okolodobowych [4] i listka cia-
ta kolankowatego bocznego [5]. Najlepiej poznang
funkcjg uktadu oreksynowego jest regulacja kluczo-
wego dla organizmu rytmu snu i czuwania.

Informacja o zmieniajacych si¢ warunkach
$wietlnych jest czynnikiem, ktéry najsilniej wpty-
wa na generowanie rytméw przez SCN i ich syn-
chronizacj¢ do zewnetrznych warunkéw srodowi-
ska. Informacja $wietlna dociera do SCN bezpo-
$rednio z komdrek zwojowych siatkéwki, drogg
siatkéwkowo-podwzgorzowa (ang. retinohypo-
thalamic tract - RHT) lub posrednio, droga ko-
lankowato-podwzgdrzowa poprzez IGL [6]. Nie
mniej wazng role w regulacji rytméw okolodo-
bowych odgrywa informacja nieswietlna. Bodz-
ce nieSwietlne, zwigzane ze stanem wzbudzenia
organizmu, przekazywane sg bezposrednio do
SCN z licznych struktur mézgowia. Wiele danych
wskazuje na mozliwos¢ udzialu IGL w przekazy-
waniu informacji nieswietlnej do oscylatora [7, 8,
9]. Gléwnym zrdédlem informacji nieswietlnych,
docierajacych do IGL, s3 projekcje niespecyficzne
pnia moézgu [10].

Listek ciala kolankowatego bocznego zostal po
raz pierwszy opisany w 1976 roku przez Hickeya
i Speara [11]. IGL u szczura ma dlugos¢ okoto
2 mm, polozony jest we wzgdrzu, pomiedzy czescig
grzbietowa a brzuszng ciata kolankowatego bocz-
nego (ang. lateral geniculate nucleus - LGN). Cecha
charakterystyczng IGL jest obecnos¢ komorek za-

wierajgcych neuropeptyd Y, stanowigcych u szczu-
ra element drogi kolankowato-podwzgdrzowej
(ang. geniculo-hypothalamic tract, GHT). Peptyd
ten nie wystepuje w pozostalych czesciach LGN.
Kolejnym neuromodulatorem zlokalizowanym
w IGL jest enkefalina (ENK). Komorki produku-
jace ENK wysylaja aksony do przeciwleglego IGL.
Ponadto wszystkie neurony IGL zawierajg kwas y-
aminomastowy, ktéry jest réwniez neuromodula-
torem szlaku GHT [12, 13].

Gléwna funkcja IGL jest udzial w integracji in-
formacji $wietlnej z nie$wietlng i umozliwienie,
poprzez droge GHT, przekazania tego moduluja-
cego wejscia do SCN [14]. Przypuszczalnie uktad
oreksynowy moze posrednio lub bezposrednio od-
dziatywa¢ na struktury zegara biologicznego, dla-
tego celem przedstawionych badan bylo okreslenie
wplywu oreksyny A na aktywno$¢ neuronalng list-
ka ciala kolankowatego bocznego.

Materialy i metody

Material badawczy

Eksperymenty wykonano na 51 szczurach
szczepu Wistar (wylacznie samcach), w wieku 4-
5 tygodni, wazacych od 60-140 g, pochodzacych
z hodowli Instytutu Zoologii Uniwersytetu Jagiel-
lonskiego. Zwierzeta hodowano w standardowych
klatkach, po 5-6 osobnikéw w kazdej, w warunkach
stalej temperatury (23+1°C) i wilgotnosci (60%)
oraz rezimie $wietlnym 12:12 (12 godzin $wiatlo,
12 godzin ciemnos¢; swiatlo bylo automatycznie
wlaczane o godzinie 8.00). Woda i standardowe po-
zywienie byly dostepne ad libitum.

Preparatyka

W  przeprowadzonych badaniach wykorzy-
stano technike zewnatrzkomorkowej rejestracji
potencjaléw czynnosciowych w warunkach in vi-
tro. Zwierzeta usypiano poprzez dootrzewnowe
podanie Morbitalu (Biowet) w dawce 1,5 ml/1 kg
masy ciala, a nastepnie przeprowadzano dekapita-
cje. Wypreparowany moézg przenoszono do szalki
Petrigo, wypelnionej schtodzonym (do ok. 4° C)
sztucznym plynem moézgowo-rdzeniowym (ang.
artificial cerebrospinal fluid, ACSF) o skladzie
(w mM): KCI 2, NaCl 132, MgSO, 1.25, KH,PO,
1,25, NaHCO3 26, CaCl2 1,87, D-glukoza 10. Na-
stepnie wycinano blok tkanki zawierajacy wzgo-
rze z listkiem ciata kolankowatego bocznego, kto-
ry cieto na skrawki o grubosci 400 pm przy uzy-
ciu wibratomu (Leica VT 1000 S). W trakcie pre-
paratyki tkanka byla zanurzona w schtodzonym
ACSF oraz natleniana karbogenem (mieszanina
gazéw: 95%0,/5%CO,). Skrawki zawierajace IGL
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przenoszono do interfazowej komory rejestracyj-
nej, gdzie przez caly czas trwania eksperymentu
oplukiwane byly sztucznym plynem médzgowo-
rdzeniowym, natlenianym karbogenem. W in-
terfazowej komorze rejestracyjnej utrzymywano
stalg temperature wynoszaca 34°C. Przed rozpo-
czeciem rejestracji skrawki inkubowano w wyzej
wymienionych warunkach przez 2 godziny.

Rejestracja

Zewnatrzkomorkowa rejestracje potencjalow
czynno$ciowych pojedynczych komérek (ang. sin-
gle-unit activity) przeprowadzano, uzywajac szkla-
nych elektrod, o impedancji 3-9 M), wykonanych
przy uzyciu wyciaggarki horyzontalnej (Model P-
97, Sutter Instrument CO). Elektrode rejestrujaca,
wypetniong 2 M chlorkiem sodu lub sztucznym
plynem moézgowo-rdzeniowym, wprowadzano do
listka ciala kolankowatego bocznego pod kontrola
wzrokowg przy uzyciu binokularnej lupy. Do pre-
cyzyjnego umieszczania i zmiany polozenia elek-
trody w obrebie badanej struktury wykorzysty-
wano manipulator wraz z holderem firmy Marz-
hauser Wetzlar. Sygnal pochodzacy z elektrody
poczatkowo byl wzmocniony 10x (przedwzmac-
niacz firmy FHC) a nast¢pnie 1000x i przepuszcza-
ny przez dwudrogowy filtr (300-5000 Hz) w celu
usuniecia komponent o niskiej i wysokiej czestotli-
wosci (wzmacniacz Xcell-3, FHC). Przefiltrowany
i wzmocniony sygnal przetwarzano przy pomocy
przetwornika analogowo-cyfrowego (1401plus fir-
my Cambridge Electronic Design) i rejestrowano
na komputerze.

Aktywno$¢ badanego neuronu obrazowano
graficznie w postaci histogramu przedstawiajgcego
ilo§¢ wygenerowanych potencjaléw czynnoscio-
wych w ciggu jednej sekundy. Po zarejestrowaniu
kontrolnej, spontanicznej aktywno$ci komorki
IGL (czas rejestracji nie krotszy niz 300 sekund)
rozpoczynano domiejscowe podawanie oreksyny-
A (Tocris) przy uzyciu pompy ci$nieniowej (Gene-
ral Valve PicospritzerII). Mikropipeta wypelniona
roztworem oreksyny-A w ACSF o stezeniu 1 mM
znajdowala si¢ w bliskiej odleglosci od elektrody
rejestrujacej, ale wystarczajaco daleko, aby nie
powodowaé mechanicznego pobudzenia badanej
komorki. Ponadto aby wykluczy¢ mozliwosé, ze
otrzymane wyniki po iniekcji badanej substancji
moga by¢ efektem mechanicznego podraznienia
neuronu, po wykonanym eksperymencie przepro-
wadzono kontrolne, domiejscowe ci$nieniowe po-
dawanie ACSE. Po uzyskaniu stabilnej odpowiedzi
na oreksyne-A, rozpoczeto podawanie roztworu
antagonisty SB 334867 (Tocris) w ACSF o steze-
niu 10 uM.

Wyniki

Po zarejestrowaniu kontrolnej spontanicznej ak-
tywnosci badanego neuronu rozpoczgto ci$nienio-
we, lokalne podawanie oreksyny A o stezeniu 1 pM.
Sposréd 91 badanych komorek listka ciata kolanko-
watego bocznego 22 (24%) reagowalo na podawang
substancje. Odpowiedzi wszystkich wrazliwych na
oreksyne A neuronéw charakteryzowaly si¢ wzro-
stem czestotliwosci generowanych potencjalow
czynnosciowych, pojawiajacym si¢ w czasie do ok.
60-150 sekund od momentu podania substancji.
Minimalny czas trwania obserwowanego efektu
wynosil od 200-300 sekund (Rycina 3). W przypad-
ku 7 komdrek po uzyskaniu stabilnej odpowiedzi
na oreksyne A, przy stalych parametrach iniekcji,
podawano antagoniste receptoréw OX-R1 - SB
334867 o stezeniu 10 pM. Podanie antagonisty nie
wplynelo istotnie na aktywnos$¢ neuronalng wywo-
tang aplikacjg oreksyny A.

Dyskusja

Przedstawione wyniki sa pierwszymi na $wiecie,
ktére pokazuja modulujacy wplyw oreksyny A na
aktywno$¢ neuronalng listka ciala kolankowate-
go bocznego. Stanowia one elektrofizjologiczne
potwierdzenie wcze$niejszych badan, przeprowa-
dzonych gtéwnie z zastosowaniem technik anato-
micznych, przedstawiajacych polaczenie uktadu
oreksynowego z IGL [5]. Wykorzystana w prezento-
wanych badaniach technika zewnatrzkomoérkowej
rejestracji potencjaléw czynnosciowych pozwolita
stwierdzi¢, ze neurony IGL sg czule na oreksyne A,
a ponadto umozliwita okreslenie charakteru odpo-
wiedzi komorek na badang substancje.

Wszystkie badane neurony, wrazliwe na OXA,
wykazywaly wzrost czestotliwosci generowanych
potencjaléw czynnosciowych utrzymujacy sie
przynajmniej przez kilkaset sekund. Wyniki te s3
zgodne z wynikami innych prac elektrofizjologicz-
nych, w ktérych réwniez wykazano pobudzajacy
wplyw oreksyny A na aktywno$¢ neuronalng wielu
struktur mézgowia [15, 16, 17]. Oreksyna A moze
wywiera¢ wplyw na aktywnos$¢ neurondéw zardw-
no poprzez receptor typu pierwszego, jak i dru-
giego. Dokladny mechanizm transdukeji sygnatu
przez te receptory nie jest znany. W procesie tym
moga uczestniczy¢ rézne typy bialek G - Gi, Ggq,
Gs, aktywowane w wyniku pobudzenia receptoréw
oreksynowych [2, 3]. Aktywacja OXR prowadzi
do wzrostu wewnatrzkomdrkowego stezenia Ca*'.
Jony wapnia sg zaangazowane w wiele proceséw
zachodzacych na poziomie komoérkowym. Przede
wszystkim niezbedne s3 w procesie synaptycz-
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nym, poniewaz biorg udzial w fuzji pecherzykow
synaptycznych i uwalnianiu neurotransmiteréw
z zakonczen presynaptycznych. Wzrost odpowie-
dzi pod wplywem oreksyny A moze wiec wynika¢
z bezposredniej aktywacji presynaptycznych recep-
torow oreksynowych, zlokalizowanych na zakon-
czeniach glutaminianergicznych, docierajacych do
IGL np. z siatkéwki. Konsekwencja tego moze by¢
zwiekszone uwalnianie kwasu glutaminowego do
szczeliny synaptycznej i w rezultacie podwyzszona
aktywno$¢ badanej komarki. Podobny mechanizm
wskazujacy na posredni wpltyw oreksyny A wykaza-
no w badaniu wplywu tej substancji na aktywnos$¢
neuronéw jadra boczno-grzbietowego nakrywki
[18]. Jest to klasyczny efekt torowania (ang. facilita-
tion), charakterystyczny dla projekeji niespecyficz-
nych moézgowia, do ktérych réwniez nalezy badany
neuropeptyd.

Inna mozliwos¢ tlumaczaca uzyskane wyniki to
bezposredni wplyw oreksyny A na badana komor-
ke. Pobudzenie receptoréw oreksynowych moze
prowadzi¢ do wzrostu aktywno$ci neuronu po-
przez modulacje pradow potasowych. Dzieje si¢ tak
w wyniku zahamowania przewodnictwa dla jonow
potasowych. W proces ten moze by¢ zaangazowa-
ny potasowy prad uptywu (ang. leak K current)
oraz zalezny od napigcia prad potasowy (ang. vol-
tage-gated K* current) [16]. Ponadto bezposredni
pobudzajacy wplyw OXA moze réwniez wynikaé
z aktywacji nieselektywnych kanaléw kationowych
(nieselektywne przewodnictwo kationowe ang.
nonselective cationic conductance - NSCC). NSCC
s3 napigciowo niezaleznymi kanatami btonowymi
umozliwiajacymi przeplyw kationéw (Na*, K* lub
Ca?*) w réznych proporcjach. Kanaly te s3 miedzy
innymi odpowiedzialne za kontrolowanie pobudli-
wosci komoérkowej [19].

We wszystkich badanych przypadkach (n=7)
podanie antagonisty OX-R1 nie wywolalo istot-
nych zmian w aktywnosci indukowanej oreksyna
A. Wynik ten moze sugerowac, ze oreksyna A wy-
wiera modulujacy wplyw na neurony IGL, dziala-
jac poprzez receptor typu drugiego. Inne wytluma-
czenie tego zjawiska moze wigzac sie¢ ze zbyt niskim
stezeniem SB 334867 zastosowanym w naszych
badaniach. Dlatego konieczne s3 dalsze badania
z uwzglednieniem roznych stezen podawanych
substancji.

Wywierajagca modulujacy wplyw projekcja orek-
synowa oraz inne projekcje afferentne i efferentne
IGL wskazujg na wysoki stopien komplikacji proce-
séw zachodzacych w tej strukturze. Fakt ten moze
$wiadczy¢ o zaangazowaniu IGL w pelnieniu wielu
istotnych funkcji zwigzanych nie tylko z regulacja
rytmiki okotodobowe;j.

Rycina 1. Aktywno$¢ neuronu IGL. A. Sygnat suro-
wy z przebiegu eksperymentu - panel dolny; Poten-
cjaly czynnosciowe generowane przez badany neu-
ron przed i po podaniu oreksyny A - panel gérny B.
Histogram przedstawiajacy aktywnos¢ badanego
neuronu wywolana oreksyna A. Szeroko$¢ stupka
histogramu = 1s. C. Usredniony (30 s) histogram
aktywno$ci. Kazda kropka nad wykresem oznacza
podanie oreksyny A o stezeniu 1 pM.
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Wysokoamplitudowe oscylacje 7-12 Hz w korze mdzgowe;j
szczurow — objaw padaczki czy zjawisko fizjologiczne?

High-voltage 7-12 Hz oscillations in rat cerebral cortex:
Symptom of epilepsy or a physiological phenomenon?

Aleksander Sobolewski

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa

Streszczenie

Epizody oscylacji w pasmie 7-12 Hz (zwane
HVRS, ang. high-voltage rhythmic spiking) sa cha-
rakterystyczna cecha rejestracjilokalnego potencjatu
polowego z kory barytkowej szczuréw. Mechanizm
ja jednak niewyjasnione. Jest ona postrzegana albo
jako zjawisko fizjologiczne (w szczegolnosci wyraz
»biernego” stanu kory), albo jako zjawisko o podto-

zu padaczkowym. W naszych doswiadczeniach na
czuwajacych szczurach: (1) wprowadzenie stymu-
lacji awersyjnej poczatkowo znacznie ograniczylo
czestos¢ wystepowania HVRS, co mozna wigzac ze
wzrostem poziomu wzbudzenia szczura wskutek
aplikowania bodzcéw awersyjnych, (2) pomimo
powtarzania stymulacji awersyjnej, u niektérych
szczurow aktywnos¢ HVRS stopniowo powracala,
co mozna tlumaczy¢ habituacja tych zwierzat do
bodzca awersyjnego, (3) nieawersyjna stymulacja
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dotykowa réwniez moze powodowaé desynchro-
nizacje epizodéw HVRS - zwlaszcza w przypadku
dodatkowego podawania bodzcéw awersyjnych, co
mozna tlumaczy¢ stale zwigkszong reaktywnoscig
kory wskutek stosowania wzbudzajacych bodzcow
awersyjnych. Nasze wyniki sugeruja, iz: (1) epizody
HVRS to zjawisko bedace korelatem niskiego po-
ziomu wzbudzenia szczura i ,,biernego” stanu kory,
(2) podczas takich epizodéw kora nie traci gotowo-
$ci do reakcji na stabe bodzce czuciowe, co staloby
w sprzecznosci z padaczkowym charakterem bada-
nych oscylacji.

Stowa kluczowe: kora barytkowa, oscylacje, desyn-
chronizacja, wzbudzenie, HVRS

Abstract

Episodes of 7 to 12 Hz oscillations (or high-
voltage rhythmic spiking, HVRS) are a distinctive
feature of local field potential recordings from rat
barrel cortex. The mechanisms underlying the gen-
eration and function of these oscillations remain
unknown. In addition, there is controversy as to
whether HVRS should be regarded as a physiologi-
cal phenomenon (specifically, corresponding to an
‘idle’ state of the cortex), or as events of an epileptic
nature. In our experiments on awake rats, the fol-
lowing three observations were made: (i) aversive
stimuli initially reduced HVRS activity, which could
be explained by an increase in the level of arousal of
rats caused by aversive stimuli; (ii) despite further
application of aversive stimuli, HVRS gradually re-
appeared in some rats, which can be explained by
the rats’ habituation to the aversive stimuli; (iii)
non-aversive tactile stimuli could also result in de-
synchronization of HVRS (more so if accompanied
by aversive stimuli), which can be explained by the
long-term background reactivity of the cortex be-
ing increased by the arousing aversive stimuli. Our
results suggest that HVRS episodes are associated
with a low level of arousal and an ‘idle state of the
cortex. During such episodes, the cortex retains the
ability to react to weak tactile stimuli, which contra-
dicts the idea of an epileptic nature of these investi-
gated oscillations.

Key Words: barrel cortex, oscillations, desynchroni-
zation, arousal, HVRS

Wstep
Szereg linii hodowlanych szczuréw, w szczegol-

nosci GEARS oraz WAG/Rij, wykazuje sklonnosci
do spontanicznych, napadowych wytadowan w ko-

rze mozgowej, dajacych w EEG obraz zsynchroni-
zowanych w obu poétkulach, wysokoamplitudowych
oscylacji w pasmie okolo 7-12 Hz. Wyladowaniom
takim z reguly towarzyszy znieruchomienie szczu-
réow oraz drzenie wibrys. Podanie lekéw przeciw-
padaczkowych w rodzaju etosuksymidu ogranicza
wystepowanie takich wyladowan. Z powyzszych
wzgledow wytadowania te s interpretowane jako
odpowiednik tzw. napadéw nieswiadomosci u lu-
dzi, a ww. szczury wykorzystywane sg jako model
do badan nad padaczka.

Mniej intensywne epizody oscylacji w tym pa-
$mie czestotliwosci pojawiajg sie w zapisach elek-
trofizjologicznych z kory moézgowej takze innych
szczepOw szczurow, nieuznawanych za model pa-
daczki [1]. W szczegdlnosci epizody takie wystepu-
ja w pierwszorzedowej korze czuciowej szczurdw,
zwanej korg barylkowa, odpowiedzialnej za repre-
zentacj¢ m.in. wibrys [2, 3]. W literaturze epizody
te czesto okreslane sg takze terminem HVRS (ang.
high-voltage rhythmic spiking). (Przyktad takich epi-
zoddéw - pochodzace z naszych badan nad szczu-
rami Wistar i Long-Evans — przedstawia Rycina 1.
Geneza i funkgje tych oscylacji pozostaja przedmio-
tem kontrowersji. Czg¢s¢ badaczy réwniez uznaje je
za zjawiska o podlozu padaczkowym [4, 5, 6]; inni
widzg w nich prawidlowa czynno$¢ fizjologiczna
bedaca np. wyrazem biernego (ang. idle) stanu kory
mozgowej, odpowiadajaca oscylacjom p wystepuja-
cym w korze sensomotorycznej ludzi [7; 8]. Kwestia
ta stanowi wigc interesujacy przedmiot badawczy.
Po pierwsze, rozstrzygnigcia wymaga ww. kontro-
wersja, a po jej rozstrzygnieciu mozliwe bedzie dal-
sze prowadzenie badan nad HVRS jako funkcjonal-
nym mechanizmem fizjologicznym albo zjawiskiem
z kregu padaczki.

{|||

in l

23

fir

Rycina 1. HVRS zarejestrowane w korze barytko-
wej szczura Wistar.
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W niniejszym referacie omawiamy w skrdcie wy-
niki badan nad epizodami oscylacji 7-12 Hz w korze
mozgowej szczuréw Wistar i Long-Evans, przeprowa-
dzonych w Pracowni Uktadu Wzrokowego Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.

Materialy i metody

Doswiadczenie przeprowadzono na 10 szczurach.
W do$wiadczeniu rejestrowano lokalny potencjal po-
lowy (LFP) [9] z elektrody zaimplantowanej chronicz-
nie w czwartej warstwie kory barylkowej. Schemat do-
$wiadczenia przedstawia Rycina 2. Sesja doswiadczalna
skladata si¢ z dwoch faz. W pierwszej fazie (kontrolnej)
szczury byly umieszczane w hamaku, unieruchamiane
i poddawane dotykowej stymulacji wibrysy (lub peku
sklejonych wibrys) co okoto 15-40 sekund. Po okoto 50
do 60 takich stymulacjach wprowadzano dodatkowo
bodziec awersyjny (trwajacy sekunde, niebdlowy prze-
plyw pradu elektrycznego przez matzowing uszng), po-
dawany w czasie od 150 do 500 ms (r6znie u réznych
szczuréw) po stymulacji dotykowej wibrysy i kontynu-
owano sesje w ten sposob przez kolejne 50-60 stymu-
lacji. (Te drugg faze nazywamy dalej fazg awersyjna).
Lacznie sesja doswiadczalna (obie fazy) trwata okolo
50 min. Ponadto, przed opisang powyzej wlasciwa sesja
doswiadczalna, szczury byly przez kilka dni przyzwy-
czajane do warunkow fazy kontrolnej w codziennych
sesjach habituacyjnych, trwajacych okolo 50 minut
i sktadajacych si¢ z okolo 100 stymulacji wibrys.

Czas =P Oznaczenie stymulacji wybrysy: +
— Oznaczenic stymulacii awersyjnej :

205 piaversying: mffem

Sesje habituacyjne
Stymulacje wibrys ‘ ‘ Setna stymulagja wibrys |
Dzien 7] \ S 30005
il 1 1 1 itd 1 1l 1 1 H
'; U U U U : U ru U U
Dzien 2
Ll 1l 1 1l n_ . 1l 1 Il 1
L) I U U U itd, U U U ] H
Dzien 3 (itd. nastgpne sesje habituacyjne w kolejnych dniach)
Ll fl 1 fl . : Il 1l 1 fl
| e —— {fer itd. v e e e |
Sesja dos$wiadczalna

| 50-ta stymulacja wibrys | | Stymulacje awersyjne (trwajace ok. 1 5) |

" . "\ / [ Lo
L P .
| | | ! itd. { Hl itd. IW
\—| Faza k I I It I Faza awersyjna I—l

Rycina 2. Schemat do$wiadczenia.

Wyniki

W doswiadczeniu zaobserwowalismy epizody
oscylacji 7-12 Hz u wszystkich szczuréw (w réznym
nasileniu w zaleznosci od osobnika). Stwierdzilismy
jednak, ze u wszystkich wprowadzenie bodzca awer-
syjnego istotnie ograniczalo wystepowanie tych epi-
zodéw (Ryc. 3). Taki wplyw bodzcow awersyjnych na
przedstawione zjawisko ttumaczymy tym, ze omawia-
na aktywnos$¢ oscylacyjna spada wraz ze wzrostem
poziomu wzbudzenia szczura (zakladamy bowiem,
ze poziom wzbudzenia wzrasta wskutek aplikowania
bodzcow awersyjnych).

U niektorych szczuréw zaobserwowalismy stopnio-
we ponowne zwigkszanie si¢ aktywnosci oscylacyjnej
w pasmie 7-12 Hz wraz z powtarzaniem bodzca awer-
syjnego. Tlumaczymy to habituacjg tych zwierzat do
powtarzajacego sie, niebolowego bodzca awersyjnego.
Brak habituacji u pozostalych szczuréw tlumaczymy
osobnicza zdolnoscia szczuréw do habituacji do bodz-
ca awersyjnego. Powyzsze wyniki ilustruje Rycina 3.

-16 =12 -8 -4 0 4 8 12 16

Rycina 3. Epizody oscylacji 7-12 Hz w LFP dwoch
przykladowych szczuréw (oznaczonych w doswiad-
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czeniu - i na powyzszych rysunkach - akronimami
POM6iPOMD9). Na osi poziomej rysunkéw odtozono
fragment czasu do$wiadczania - kilkanascie sekund
przed i po kazdej stymulacji wibrysy. Na osi piono-
wej odlozono kolejne takie fragmenty doswiadczal-
ne, ponumerowane od 1 do 100 dla POM6 (aod 1 do
120 dla POM9, w przypadku ktdrego stymulacji byto
120), w kolejnosci odpowiadajacej nastepujacym po
sobie stymulacjom. Epizody oscylacji 7-12 Hz ozna-
czone s3 czarnymi plamami na szarym tle. Pionowa
gruba linia biegnaca przez calg wysokos¢ rysunkow
oznacza moment stymulacji wibrysy. Jasny prostokat
tta po prawej stronie bialej linii pokrywa fragment
czasu, w ktérym aplikowany byl bodziec awersyjny.
Obszary oznaczone litera A ilustruja spadek zagesz-
czenia epizodéw oscylacji 7-12 Hz po wprowadzeniu
bodzca awersyjnego. Obszar B u szczura POM6 ilu-
struje wyrazny stopniowy powrdt epizodow oscylacji
wraz z powtarzaniem bodzcéw awersyjnych (habitu-
acja). U szczura POMO takie zjawisko nie wystepuje.

U dwdch szczurdw, dla ktérych dysponujemy do-
stateczng liczbg danych, stwierdziliémy takze liczne
przypadki czesciowej lub calkowitej desynchroniza-
cji HVRS wywolanej stymulacja wibrys (tzw. ERD,
ang. event-related desynchronization) — Rycina 4A,
B. (U tych dwdch szczuréw stymulacje wibrysy za-
chodzily na epizody oscylacji 7-12 Hz po okoto 25
razy; u pozostalych szczuréw - tylko kilkukrotnie,
a wplyw stymulacji na przebieg tych epizodéw byt
réwniez trudniejszy do okreslenia).

ERD wystepowalo szczegdlnie czesto w fazie
awersyjnej doswiadczenia (Rycina 4D). Wzrost
efektywnej desynchronizacji epizodéw HVRS
w fazie awersyjnej mozna ttumaczy¢ dlugotrwatym
zwiekszeniem reaktywnosci kory wskutek stosowa-
nia bodzcoéw awersyjnych.

A: ERD D.
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Rycina 4. A, B. Przyktady desynchronizacji (ERD)
epizodow HVRS przez stymulacje wibrys (momen-
ty stymulacji zaznaczone strzalka). C. Przyklad
braku ERD. D. Odsetek przypadkéw desynchroni-
zacji wérdd wszystkich przypadkéw zajscia stymu-
lacji wibrysy na epizod HVRS u szczuréw POM6
i POM11. Dane przedstawiono odrebnie dla fazy
kontrolnej i awersyjne;j.

Whioski

Analiza wynikéw doswiadczenia wskazuje, iz
aktywnos¢ oscylacyjna w pasmie 7-12 Hz (aktyw-
nos$¢ HVRS) to zjawisko bedace korelatem niskiego
poziomu wzbudzenia szczura i tzw. biernego stanu
kory (ang. idle state).

Obserwowany efekt desynchronizacji epizodéw
oscylacji 7-12 Hz przez bodzce nieawersyjne (sty-
mulacje wibrys) ma wazne implikacje teoretyczne.
Bezwarunkowa sita tych bodzcéw byla niewielka,
szczury byly do nich przyzwyczajane w sesjach
habituacyjnych. Przerywanie epizodéw HVRS
przez nieawersyjng stymulacje dotykowa $wiadczy
o zdolnosci kory barylkowej do reakcji nawet na
stabe bodzce, a wigc przemawia za jej fizjologicznie
prawidlows, a nie patologiczng aktywnoscig.
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Dlugos¢ oraz czestotliwos¢ wystepowania paczek
beta jako neuronalny korelat zmian mechanizmu
uwagi zwiazanych z procesami starzenia

Length of beta bursts and their frequency of occurrence - a neuro-
nal correlates of visual attention mechanism - change with age

Mateusz Gola', Jan Kaminski"?, Aneta Brzezicka', Andrzej Wrobel"?
! Katedra Psychofizjologii Proceséw Poznawczych, Wydziat Psychologii, Szkota Wyzsza Psychologii Spotecznej
? Pracownia Uktadu Wzrokowego, Zaktad Neurofizjologii, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego

Streszczenie

W badaniach na zwierzetach stwierdzilismy [6],
ze mechanizm uwagi rozprzestrzenia si¢ w ukta-
dzie wzrokowym za posrednictwem charaktery-
stycznych paczek oscylacji o czestotliwosci elek-
troencefalograficznej w pasmie beta (12-29 Hz).
W tej pracy podjeto probe zaobserwowania po-
dobnej aktywnos$ci w ludzkim EEG oraz scharak-
teryzowania jej w roznych grupach wiekowych.
W zadaniu réznicowania przestrzennego, wyma-
gajacym udzialu uwagi wzrokowej lub stuchowej
stwierdzilismy, ze w sygnale EEG rejestrowanym
w potylicznych odprowadzeniach mozna wyréz-
ni¢ paczki aktywnosci beta. Stwierdzilismy jedno-
czesnie, ze liczba i §redni czas trwania tych paczek
s3 najwigksze u oséb starszych zle radzacych sobie
z zadaniem, i odpowiednio mniejsze u starszych
dobrze réznicujgcych bodzce oraz os6b mtodych.
Wzrost liczebnosci i $redniego czasu trwania pa-
czek beta u 0séb starszych sugeruje, iz wzbudzanie
uwagi wymaga u nich wigkszego zaangazowania
mechanizmu wywolujacego oscylacje beta.

Stowa kluczowe: EEG, paczki beta, uwaga wzroko-
wa, starzenie

Abstract

The results of our animal studies [6] have sug-
gested that short bursts of beta oscillatory activity
(12-29 Hz) might be used as a carrier for atten-
tional activation within the visual system (Wrobel
2000). Here we have made an effort to find a si-
milar activity in human EEG data, and to relate it
with aged dependent deficits of visual attention.
Young and old subjects were involved in visual
and auditory spatial differentiation paradigms.
Beta burst activity was identified in all subjects
but the number and duration of these bursts in-
creased with age and behavioral performance. The
results suggested that attentional mechanisms are
more activate in elderly human subjects, yet their
efliciency is not as good as in younger people.

Key Words: EEG, beta bursts, visual attention, ageing
Wstep

Pytania dotyczace fizjologicznych mechani-

zmoOw starzenia trapig ludzkos¢ od wiekow. Od

czasu, gdy nauka podjela proby ich wyjasnienia,
powstalo wiele modeli socjologicznych, psycho-
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logicznych i biologicznych opisujacych starzenie
z roznych perspektyw. Wyniki najnowszych ba-
dan pozwalajg stwierdzi¢, iz nie s to z pewnoscia
procesy stochastyczne, a duza w nich role odgry-
waja mechanizmy genetyczne oraz rézne czynni-
ki srodowiskowe [1]. Wielo$¢ aspektow starzenia
spowodowala, iz badacze wybidrczo eksploruja
ten obszar, ograniczajac si¢ do wyjasniania szcze-
golowych zagadnien. Ta praca nie jest wyjatkiem
- postanowili$my skupi¢ si¢ w niej na neuronal-
nych korelatach zmian uwagi zwigzanych z proce-
sami starzenia.

Badania prowadzone w naszej pracowni wska-
zuj3 na to, ze nosnikiem pobudzenia bedacego
podlozem mechanizmu uwagi w ukladach zmy-
stowych jest aktywnos¢ oscylacyjna o czestotli-
wosci w pasmie beta (12-29 Hz). Przedstawiona
przez nas hipoteza zaklada, ze oscylacje o czesto-
tliwosci beta pojawiaja si¢ w stanach wzmozonej
uwagi w tych okolicach moézgu, ktore zajete sa
przetwarzaniem okres§lonego bodzca zmystowego,
wywolujac podstawowy stan aktywnosci, potrzeb-
ny dla proceséw percepcyjnych [6]. Najwiecej da-
nych na ten temat pochodzi z badan na kotach,
u ktérych rejestrowalismy aktywnos¢ elektryczng
mozgu podczas wykonywania zadan angazuja-
cych uwage w modalnosci wzrokowej lub stucho-
wej. W doswiadczeniach tych stwierdzilismy, ze
w czasie, w ktérym kot obserwowal z uwaga ekran
aby rozpozna¢ bodziec informujacy o lokalizacji
nagrody, w wielu os$rodkach ukladu wzrokowe-
go, w tym w korze wzrokowej, nastepowal wzrost
aktywnosci oscylacyjnej w zakresie pasma beta.
W zadaniu stuchowym lub w prébach wzroko-
wych nie zakonczonych prawidlowg reakcja, ak-
tywnosci takiej w ukladzie wzrokowym nie zaob-
serwowano.

Dane literaturowe sugeruja, ze réwniez u lu-
dzi, w stanie uwagi wzrokowej mozna rejestro-
waé wzmozong aktywnos$¢ beta z elektrod EEG
umieszczonych potylicznie, nad okolica projek-
cyjng ukladu wzrokowego [2] oraz nad grzbie-
towa droga korowego przetwarzania informacji
wzrokowej [3]. W naszym laboratorium stwier-
dzilismy, ze moc pasma beta sygnalu EEG reje-
strowanego z elektrod potylicznych u ludzi male-
je wraz ze wzrostem natezenia uwagi wzrokowej
[6]. Jednak jest to wynik tylko pozornie sprzeczny
z hipotezg o roli pasma beta w procesach uwagi.
Elektrody naczaszkowe rejestruja bowiem aktyw-
no$¢ mozgu pochodzacy z duzego obszaru kory
(ok. 10 cm?), co sprawia, ze roznice w synchro-
nizacji fazowej oscylacji beta w aktywnych ko-
lumnach wzrokowych moga wzajemnie znosi¢
sie w usrednionym sygnale. Potwierdzeniem ta-

kiej hipotezy sa wyniki Gomeza, ktéry wykazat,
ze ekspozycja statycznego bodzca wzrokowego
pojawiajacego si¢ w oczekiwanej lub nieoczekiwa-
nej przez uczestnika badania lokalizacji wywotuje
wzrost aktywnosci beta jedynie w obszarze pola
widzenia objetym uwaga [4].

Wzrost aktywnosci w zakresie czestotliwosci
beta podczas wykonywania zadan angazujacych
procesy uwagi jest zwigzany ze zwickszeniem am-
plitudy i czestosci wystepowania ,,paczek oscyla-
cji” w tym pasmie, czyli erupcji aktywnosci beta,
ktére rejestrowane w warstwie czwartej kory wzro-
kowej maja dtugos¢ od kilkudziesieciu do kilkuset
milisekund [5, 6]. Oscylacje beta wzbudzane przez
znaczacy bodziec w obszarach wzrokowych kory
mozgu kota sg przekazywane do innych obszaréw
mozgu, co wprowadza uklad wzrokowy w stan po-
budzenia, umozliwiajac w efekcie powstanie syn-
chronicznych oscylacji gamma, a przez to rowniez
percepcje. Nasza hipoteza przypisuje wigc uwago-
wej aktywnosci beta role wzbudzajaca, podobnie
do uznanej juz w literaturze roli aktywacyjnej pa-
sma alfa w pobudzeniu niespecyficznym i roli pa-
sma gamma w procesach integracyjnych [6].

W ostatnich badaniach [7] prowadzonych
na kotach powigzano dwa podzakresy pasma
beta (beta 1: 12-18 Hz oraz beta 2: 19-29 Hz)
z powszechnie uznanym modelem dwukanatowej
percepcji wzrokowej. Zgodnie z tym modelem
istnieja dwa szlaki percepcji wzrokowej - szlak
brzuszny (allocentryczny), biegnacy od ptlata
potylicznego do plata czotowego, zwigzany z po-
strzeganiem obiektu oraz szlak grzbietowy (ego-
centryczny), biegnacy od plata potylicznego do
plata ciemieniowego, zwigzany z postrzeganiem
ruchu obiektéw oraz mozliwoscia manipulacji
nimi. Nasze eksperymenty pokazaly, ze drogi te
sg aktywowane przez inne zakresy pasma beta:
beta 1 zwigzane jest z aktywacja szlaku brzusz-
nego, natomiast beta 2 — grzbietowego. Podobne
wyniki uzyskano z uzyciem metody MEG na lu-
dziach [8].

Zwigkszona aktywno$¢ mdzgu w pasmie beta,
jako neuronalny korelat mechanizmu uwagi, po-
winna pozostawaé¢ w zwigzku ze stosowanymi
w psychologii poznawczej wskaznikami jej funk-
cjonowania, takimi jak poprawnos¢ odpowiedzi
oraz czasy reakcji mierzone w zadaniach wyma-
gajacych zaangazowania zasobdéw uwagowych.
Jakkolwiek sama definicja uwagi, formulowana
na gruncie psychologii jest przedmiotem nie-
ustannej dyskusji, to wigkszo$¢ wynikow badan
dotyczacych réznic grupowych pomiedzy osoba-
mi starszymi i mtodymi pozostaje spojna. Najcze-
$ciej opisywanym w literaturze efektem jest ogélne
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spowolnienie (ujawniane w czasach reakcji na
bodziec) w przypadku osdb starszych [9]. Ludzie
starsi uzyskuja w zadaniach uwagowych czasy
reakcji dluzsze niz osoby mlode. Réwniez spo-
wolnieniem w obrebie podstawowych proceséw
poznawczych wyjasnia si¢ obserwowane wsrod
0s6b starszych pogorszenie wykonywania zadan
o znacznym stopniu zlozonosci [10]. Ostatnie
badania skupiajg si¢ na okresleniu deficytéw pro-
cesow poznawczych (tj. przelaczania uwagi, ha-
mowania, dostepu do pamiegci operacyjnej), ktdre
odpowiadajg za obserwowane spowolnienie [11].
Jesli paczki oscylacji beta majg zwiagzek z uwaga,
to zmiana ich charakterystyki z wiekiem powinna
korelowa¢ ze zmianami zachowania. Aktywnos$¢
beta moglaby wigc sta¢ si¢ wskaznikiem spowol-
nienia proceséw poznawczych u ludzi w starszym
wieku.

Hipoteza badawcza

Srednia dlugos$¢ paczek beta w sygnale EEG
rejestrowanym z potylicznych elektrod u oséb
starszych podczas rozwigzywania zadania wyma-
gajacego uwagi bedzie w probach wzrokowych
istotnie wieksza od $redniej dlugosci tych paczek
u os6b mtodych.

Materialy i metody

Osoby badane

W  eksperymencie wzielo udzial 17 oséb
w dwoéch grupach wiekowych. Dziesigcioro spo-
$rod uczestnikéw badania to osoby w wieku od
19 do 27 lat (21,70+2,36, $rednia+SD; sze$¢ ko-
biet i czterech mezczyzn) natomiast siedmioro to
osoby w wieku od 62 do 75 lat (69,86£5,15; piec
kobiet i dwoch mezczyzn). Warunkiem dopusz-
czenia do udzialu w badaniu oséb starszych byto
uzyskanie co najmniej 25 punktéw w badaniu
przesiewowym z wykorzystaniem Kroétkiej Skali
Oceny Stanu Psychicznego (Mini Mental-State-
ment Examination, MMSE).

Aparatura i materialy badawcze

W  badaniu wykorzystano wielokanatowy
wzmacniacz EEG, czepek Electro-Cap, stuchawki
stereofoniczne oraz komputery typu PC z 17-ca-
lowymi monitorami. Program procedury ekspe-
rymentalnej napisano w programie Inquisit 2.0.
Wszystkie analizy statystyczne wykonano za po-
moca pakietu Matlab R2007b oraz pakietu staty-
stycznego SPSS 14 PL.

W badaniu przygotowawczym wykorzystano
Krotka Skale Oceny Stanu Psychicznego (MMSE)

— trwajacy okoto 10 minut test przesiewowy obja-
wéw demencji skladajacy sie z zadan diagnozuja-
cych poziom podstawowych funkcji poznawczych
(np. zapamietywania, dokonywania operacji aryt-
metycznych, orientacji przestrzennej; Folstein
iinni [12]).

Procedura doswiadczalna

Badanie zaprojektowano w schemacie réz-
nicowym mieszanym 2 x (2) x (3) x (3). Dwém
grupom uczestnikéw badania (osobom starszym
oraz mlodszym) prezentowano bodzce wzrokowe
oraz stuchowe w trzech czasach odroczenia (3 s,
4s,5s,7s) od bodzca wskazujagcego modalnos¢
proby (ang. cue) oraz w trzech stopniach trudno-
$ci (okreslanych przez czasowa odleglo$¢ miedzy
dwoma bodzcami docelowymi, prezentowanymi
asynchronicznie w lewym i prawym polu widze-
nia lub kanale stuchowym).

Do stworzenia procedury wykorzystano sa-
modzielnie opracowane bodzce graficzne, oraz
dzwigkowe. Przy ich tworzeniu brano pod uwa-
ge mozliwe niewielkie deficyty wzroku i stuchu
u uczestnikéw badania (szczegélnie oséb w wieku
starszym), dlatego tez stworzone bodzce charakte-
ryzuje odpowiednio duzy rozmiar (w przypadku
bodzcéw wzrokowych) oraz natezenie dzwigku
(w przypadku bodzcow stuchowych). Wszystkie
bodzce sg fatwo dostrzegalne dla ludzi bez otepie-
nia i znacznych deficytéw wzroku lub stuchu.

Po zapoznaniu si¢ z instrukcja badania (prezen-
towang na monitorze LCD) uczestnik rozpoczynat
faze wstepna, na ktdrg skladato si¢ szes¢ prob, wy-
branych losowo sposréd zaprezentowanych poni-
zej mozliwych rodzajow zadan (Rycina 1):

1. Zadanie wzrokowe. Prezentacja pary bodzcow
wzrokowych (duzych jasnoszarych kwadratéw na
czarnym tle), z ktérych jeden pojawial sie od 160
do 600 milisekund wczes$niej niz drugi (po lewej
lub prawej stronie ekranu). Bodzce eksponowane
byly przez 300 milisekund. Ich wystapienie sy-
gnalizowano od 3 do 7 sekund wcze$niej poprzez
500 milisekundowa, jednoczesng ekspozycje obu
bodzcow wzrokowych.

2. Zadanie stuchowe. W sposéb analogiczny pre-
zentowane byly bodzce stuchowe. Czas ekspozycji
tych bodzcéw wynosi 100 milisekund, a réznica
w pojawieniu si¢ bodzcow w prawym lub lewym
kanale stuchowym miescila si¢ w zakresie od 48
do 300 milisekund. Préby stuchowe byty sygna-
lizowane jednoczesnym dzwiekiem w obu kana-
tach, wystepujacym na 3 do 7 sekund wczesniej
i trwajacym 500 milisekund.

3. Zadanie kontrolne. Prezentowane byly jedno-
cze$nie dwa ciemnoszare kwadraty, przekreslone
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liniami w kolorze bordo. Ich ekspozycja trwala pie¢
sekund, a po nich nastepowalo przejscie do kolej-
nej proby.

Uczestnik badania w prébach typu 1 i 2 miat za
zadanie odpowiedzie¢ na pytanie, ktéry z bodz-
cOw pojawil sie pierwszy — prawy czy lewy. Czas
odpowiedzi nie byl limitowany. Podczas préb
typu 3 osoba badana zgodnie z instrukcjami mo-
gla zmniejszy¢ stan uwagi i odpocza¢ (nie musiata
odpowiada¢ na zadne pytanie). Po fazie wstepnej,
skladajacej sie z szesciu ekspozycji, nastepowalo
badanie, podczas ktérego w losowej kolejnosci pre-
zentowano 120 prob. Czestos¢ wystapienia kazdego
z rodzajow proéb byta w pelni réwnowazona. Co 30
prob nastepowala przerwa, ktoérej dtugos¢ uczest-
nik badania regulowatl samodzielnie. Czas trwania
procedury wynosil od 24 do 30 minut - zaleznie od
dlugosci przerw, ktorg regulowal uczestnik bada-
nia. Czas trwania calego badania uwzgledniajacy
zalozenie i podlaczanie elektrod oraz czepka wy-
nosit od 60 do 90 minut w zaleznosci od opornosci
elektrycznej skory u danego uczestnika badania.

500 ms 3000 - 7000 ms

750 ms
Pn

cns nicograniczony

— IJ'N\
250ms

500 ms.
B

) = .
= @ u@«- .,% =
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kolejry 120-300/48-200 ms pbénic]

Rycina 1. Graficzne przedstawienie procedury
badania.

Rejestracja sygnalow

Sygnaly EEG rejestrowano ze skéry czaszki
uczestnika badania. Do rejestracji wykorzysta-
no 11 elektrod (w systemie 10/20): O1, O2, T3,
T4, P3, P4, Pz, F3, F4, Fz. Rejestrowany sygnatl
wzmacniany byl 20 000 razy. Zastosowano dwa
filtry sprzetowe: dolnoprzepustowy 100 Hz oraz
gornoprzepustowy 0, 1 Hz. Czegstotliwos¢ prébko-
wania sygnatu wynosita 400 Hz.

Analiza sygnalow

Przed przystgpieniem do analizy sygnalow
dokonano wzrokowej klasyfikacji artefaktow. Do
analizy wlaczono odcinki rejestrowanego sygnatu
nastepujace 750 milisekund po prezentacji wska-
z6wKki (cue) oraz konczgce si¢ 3000 milisekund po
tej prezentacji. Taki wybdr podyktowany byt ko-

niecznoscig usuniecia sygnalu zawierajgcego od-
powiedzi wywolane prezentacja ,wskazoéwki” oraz
bodzcem docelowym. Kolejnym krokiem byto od-
filtrowanie sygnatu w zakresach cze¢stotliwosci:
beta 1: 12-18 Hz,

beta 2: 19-29 Hz.

Na wartosci absolutnej odfiltrowanego sygna-
tu przeprowadzana byla transformata Hilberta.
Uzyskano w jej wyniku obwiednie filtrowanego
sygnalu. Za definicje¢ ,,paczki oscylacji” przyjeto
utrzymujacg si¢ przez minimum 70 milisekund
warto$¢ obwiedni przekraczajaca 1,5 odchylenia
standardowego od $redniej sygnalu zarejestro-
wanego u danej osoby przez dang elektrode we
wszystkich prébach wilgczonych do analizy. Pro-
cedura analizy sygnaléw przedstawiona zostata na
Rycinie 2.
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Rycina 2. Graficzne przedstawienie sposobu anali-
zy sygnatow.
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Wyniki

Na podstawie stopnia poprawnos$ci odpowiedzi
osoby badane podzielono na trzy grupy:

1) Osoby starsze, zle radzace sobie z zadaniem
(trzy kobiety, w wieku od 69 do 72 lat, 71+1,73)
— poprawnos$¢ odpowiedzi na poziomie 59%-69%
(63,33%+5,13%).

2) Osoby starsze, radzace sobie dobrze z zadaniem
(cztery osoby - dwie kobiety i dwu mezczyzn,
w wieku od 62 do 75 lat, 69+6,98) - poprawno$c¢
odpowiedzi na poziomie 88%-96% (90,5%+3,79%).
3) Osoby miode (10 oséb - szes¢ kobiet i czterech
mezczyzn w wieku od 19 do 27 lat, 21,70+2,36)
— poprawnos$¢ odpowiedzi na poziomie 92%-97%
(94,9%+2,08%).

Wszystkie dalsze analizy przeprowadzone zosta-
ty w podziale na te trzy grupy.

Za pomocg analizy wariancji poréwnano srednie
diugosci paczek beta 1 oraz beta 2 w sygnale zebra-
nym z elektrod O1 i O2 (platy potyliczne). Wyniki
analizy dlugosci paczek beta 1 przedstawiono na
rycinie 3.
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5 » 1739 =E-wzrok
=
®
&5 170
N 168,5
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radzgee sobie fle  radzgee sobie dobrze
Grupa

Rycina 3. Réznice srednich dlugosci paczek beta 1
w sygnale z elektrod O1 i O2.

Analiza $rednich dlugosci paczek beta 1 wy-
kazala istotna roznice pomiedzy dlugoscia tych
paczek w warunku wzrokowym u 0s6b starszych,
zle rozwiazujacych zadanie oraz oséb mtodych
(p<0,05). Paczki beta 1 s3 istotnie dluzsze dla
0s6b starszych, zle rozwigzujacych zadanie ($red-
nia 188,6 ms) niz mlodych ($rednia 168,5 ms).
W przypadku warunku stuchowego nie ujawnio-
no istotnych réznic.

Analiza $rednich dtugosci paczek beta 2 nie wy-
kazala istotnych réznic zar6wno w warunku wzro-
kowym, jak i stuchowym. Wyniki dlugosci paczek
w obu warunkach nie réznily si¢ réwniez od siebie
W sposob istotny.

Analiza czestosci wystepowania paczek beta 1
ujawnila istotne roznice w liczebnosciach wazonych
przez liczbe oséb w grupie, w zalezno$ci od grup
(Chi2 (2)=25,2; p<0,001). Wyniki przedstawiono
w Tabeli 1.

Srednia liczba paczek beta
1 na osobe w danej grupie

Osoby starsze, zle radzace sobie

z zadaniem 133
Osoby starsze, dobrze radzace sobie 9%
z zadaniem

Osoby mtode 63

Tabela 1. Réznice wazonej przez liczbe osob liczeb-
nosci paczek beta 1 w sygnale z elektrod O1 i O2
w podziale na grupy.

Dyskusja

Otrzymane wyniki stanowia pozytywna weryfi-
kacje postawionej hipotezy. Co wiecej, istotne réz-
nice w dlugosci i czestosci wystepowania paczek
stwierdziliSmy jedynie w pasmie beta 1. Wynik ten
zgadza si¢ z faktem, ze bodzce uzywane w zasto-
sowanym paradygmacie nie poruszaly si¢, a wiec
strumien grzbietowy najprawdopodobniej nie byt
w naszym doswiadczeniu aktywowany przez cze-
stotliwo$¢ uwagowa beta 2.

Wzrost liczebno$ci i czasu trwania paczek beta 1
w grupie osob starszych, zle radzacych sobie z zada-
niem uwagi wzrokowej w poréwnaniu do miodych,
potwierdza hipoteze o podstawowym znaczeniu ak-
tywnosci beta we wzbudzeniu uwagowym. Srednia
liczba paczek beta 1 rejestrowana u oséb starszych
(133), zle radzacych sobie z zadaniem byla ponad
dwukrotnie wyzsza niz liczba paczek zidentyfiko-
wanych u oséb mtodych (63). Wzrost liczebnosci
i $redniego czasu trwania paczek beta sugeruje, ze
wzbudzanie uwagi u oséb starszych wymaga wiek-
szej aktywnosci mechanizmu wywotujacego oscyla-
cje beta. Aktywacja ta nie kompensuje jednak catko-
wicie mniejszej pobudliwosci sieci nerwowej, gdyz
wyniki behawioralne u 0sdb starszych sg gorsze.

Pojawienie si¢ roznic w pasmie beta 1 oraz brak
takich réznic w pasmie beta 2 w kontekscie zada-
nia, w ktérym uczestnik badania miat do czynienia
zbodzcami statycznymi, pojawiajgcymi sie w stalym
miejscu, jest zgodne z modelem wigzacym te dwa
zakresy czestotliwo$ci z dwoma szlakami wzbudza-
nia uwagi wzrokowej [7].

W oparciu o zaprezentowane wyniki mozna
przypuszczaé, ze podobnie jak u kota [5, 6] row-
niez u ludzi, wzrost aktywnosci w pasmie beta jest
zwigzany ze wzbudzaniem uwagi w ukladzie zmy-
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stowym o modalnosci zaangazowanej w danym za-
daniu. Nastepnym krokiem powinno by¢ podjecie
proby powiazania opisanego zjawiska z psycholo-
gicznymi modelami uwagi oraz konkretnymi pro-
cesami poznawczymi.
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Analiza okolodobowej aktywnosci neuronéw
serotoninergicznych przysrodkowych jader szwu szczura

Analysis of circadian activity of serotonergic neurons
in the median raphe nuclei of the rat
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Streszczenie

Jadra nadskrzyzowaniowe (suprachiasmatic
nuclei, SCN) podwzgoérza u ssakow stanowig we-
wnetrzny generator rytmoéw biologicznych, tzw.
zegar biologiczny. Serotoninergiczne unerwienie
pochodzace z przysrodkowych jader szwu (median

raphe nuclei - MRN) jest jedng z trzech gtéwnych
projekcji do SCN, co wskazuje na jej silny wpltyw
i udziat w aktywnosci zegara biologicznego ssakow.
Pomimo dobrze udokumentowanej roli serotoniny
(5-HT) w funkcjonowaniu zegara biologicznego
ssakéw, niewiele wiadomo o okotodobowej aktyw-
nosci samych neuronéw MRN. Szereg parametrow
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charakteryzujacych funkcjonowanie systemu sero-
toninergicznego wykazuje okolodobowe zmiany,
w tym stezenie hydroksylazy tryptofanu (trypto-
phan hydroxylase - TPH), poziom ekspresji mRNA
dla genu tph2 wewnatrz MRN czy uwalnianie 5-HT
do réznych struktur mézgowia. Celem naszych do-
swiadczen bylo okreslenie okotodobowego profi-
lu spontanicznej aktywnosci serotoninergicznych
neuronéw przysrodkowych jader szwu szczura.
Eksperymenty przeprowadzone zostaly metoda
zewnatrzkomorkowej rejestracji potencjatow czyn-
nosciowych in vivo. Neurony klasyfikowano jako
serotoninergiczne na podstawie parametrow elek-
trofizjologicznych. ZaobserwowalisSmy, iz rowniez
na poziomie generowania przez komorki 5-HT
potencjaléw czynno$ciowych mamy do czynienia
z okolodobowymi wahaniami. Srednia aktywno$¢
neuronéw 5-HT osiggata dwa maksima: na poczat-
ku nocy i godzing po rozpoczeciu dnia, oraz dwa
minima: w $rodku fazy jasnej oraz fazy ciemne;j.
Dodatkowo zaobserwowali$my, iz pojedyncze ko-
morki serotoninergiczne moga wykazywac rdzne
wzorce aktywnosci i plynnie przechodzi¢ z jednego
w drugi.

Stowa kluczowe: przysrodkowe jgdra szwu (MRN),
jgdra nadskrzyzowaniowe (SCN), system serotoni-
nergiczny, aktywnosc spontaniczna neurondéw, bada-
nia in vivo, glukokortykoidy

Abstract

The suprachiasmatic nuclei (SCN) of the hypo-
thalamus constitutes the master clock involved in
the generation and regulation of mammalian cir-
cadian rhythms. Serotonergic innervation arising
from the median raphe nucleus (MRN) is one of
the major inputs to the SCN, thereby indicating its
important role in the regulation of the time-keeping
system in mammals. Despite the well studied roles
of serotonin (5-HT) in the circadian system, little is
known regarding the function of serotonergic neu-
rons of the MRN. Several parameters describing the
functioning of the 5-HT system are the rhythmic,
including tryptophan hydroxylase (TPH) protein
levels, TPH2 mRNA expression within the MRN,
and release of 5-HT within various brain structures.
The aim of the present study was to determine the
day/night profiles of spontaneous discharges from
5-HT neurons within the median raphe nucleus of
the rat, by using in vivo measurements of extracel-
lular single-unit activity. We have classified neurons
as serotonergic on the basis of electrophysiological
criteria. Our results indicate that the level of sponta-
neous discharges of 5-HT neurons follow circadian

fluctuations. The mean activity of the 5-HT neurons
reached two peaks; one at the day/night transition
and one hour after day onset. The activity also re-
ached two nadirs in the middle of light and night
phase. Additionally, we noticed that a single seroto-
nergic cell can display different patterns of neuronal
activity and switch from one pattern to another.

Key Words: medial raphe nucleus, suprachiasmatic
nucleus, serotoninergic system, spontaneous neuron
activity, in vivo, glucocorticoids

Wstep

Jadra nadskrzyzowaniowe (suprachiasmatic nuc-
lei, SCN) podwzgoérza mozgu ssakéw sa, obok list-
ka ciala kolankowatego bocznego (intergeniculate
leaflet, IGL), gtéwng strukturg odpowiedzialng za
generowanie i synchronizacj¢ rytmoéow okotodobo-
wych, buduja bowiem tzw. zegar biologiczny. Ak-
tywnos¢ SCN ulega synchronizacji z czynnikami
zewnetrznymi, z ktérych najwazniejszym jest do-
bowy cykl $wiatlo/ciemno$¢ [15, 17]. Informacja
$wietlna dociera do jader nadskrzyzowaniowych
zarowno bezposrednio, przez monosynaptyczne
polaczenia z komdrkami zwojowymi siatkdwki
(droga siatkowkowo-podwzgdrzowa), jak réwniez
posrednio poprzez IGL, ktéry posiada polaczenia
nerwowe z SCN. Gléwny generator rytmoéw biolo-
gicznych synchronizowany jest roéwniez przez tzw.
czynniki nieswietlne, takie jak reakcje wzbudzenia
mozgowia, czynniki socjalne, dostepnos¢ pokarmu,
emocje czy niektdre substancje farmakologiczne.
Wplywy nieswietlne odgrywaja szczegélnie waz-
ng role w prawidlowym funkcjonowaniu organi-
zméw wyzszych, a przede wszystkim czlowieka.
Jedna z drég, ktéra informacja nieswietlna dociera
do zegara biologicznego, stanowi projekcja seroto-
ninergiczna pochodzaca z przysrodkowych jader
szwu (median raphe nuclei — MRN). Serotoniner-
giczne unerwienie z jader szwu jest jedng z trzech
gltéwnych projekeji do SCN, co wskazuje na jej silny
wplyw i udzial w aktywnosci zegara biologicznego
ssakow [3].

Serotonina (5-HT) jest zatem waznym czynni-
kiem regulujacym funkcjonowanie okofodobowe-
go ukladu synchronizujacego rytmy biologiczne
gryzoni. Moduluje ona odpowiedz komdrek SCN
na wplywy $wietlne. Podanie agonistéw serotoniny
do jader nadskrzyzowaniowych ostabia wywola-
ng $wiatlem ekspresje c-fos, jak rowniez zmniejsza
uwalnianie glutaminianu poprzez dzialanie na za-
konczeniach siatkéwki. Serotonina hamuje rowniez
wywolane §wiatlem przesuniecie fazy rytmu aktyw-
nosci lokomotorycznej [16, 17].
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Pomimo dobrze udokumentowanej roli sero-
toniny w funkcjonowaniu zegara biologicznego
ssakow, niewiele wiadomo o okolodobowej ak-
tywnosci samych neuronéw jader szwu. Zaréwno
na drodze z grzbietowych jader szwu (dorsal RN,
DRN) do IGL, jak i z przysrodkowych jader szwu
do SCN aktywnos¢ neuronéw serotoninergicznych
wykazuje rytmiczne zmiany zaréwno w warun-
kach $wiatto/ciemnos¢, jak i w warunkach statego
os$wietlenia. Enzym uczestniczacy w syntezie sero-
toniny - hydroksylaza tryptofanowa (tryptophan
hydroxylase, TPH) wykazuje okotodobowe zmiany
wewnatrz obu jader szwu, zaré6wno na poziomie
syntezy mRNA tego enzymu, jak i na poziomie sa-
mego biatka. Takze stezenie TPH na zakonczeniach
komorek serotoninergicznych wewnatrz SCN i IGL
wykazuje zmiany okolodobowe, ktére zwigzane
s3 z rytmicznym uwalnianiem serotoniny do tych
struktur. Szereg parametréw opisujacych funkcjo-
nowanie systemu serotoninergicznego wykazuje
okotodobowe zmiany [5, 7, 11]. Jednak do tej pory
nikt nie przeprowadzil systematycznych badan
spontanicznej aktywnosci neuronéw 5-HT w roz-
nych okresach doby. Dlatego celem prezentowanych
eksperymentéw bylo okreslenie, po raz pierwszy,
okotodobowego profilu spontanicznej aktywno$c¢
neurondéw serotoninergicznych przysrodkowej cze-
$ci jader szwu szczura w warunkach in vivo.

Materialy i metody

Eksperymenty przeprowadzono na samcach
szczurdw szczepu Wistar o wadze 250-350 g, po-
chodzacych z hodowli Katedry Fizjologii Zwierzat
Instytutu Zoologii UJ. Zwierzeta zostaly poddane
glebokiej narkozie przez dootrzewnowe podanie
Urethanu (1,5 g/1000 g m.c.). Nastepnie umieszczo-
ne zostaly w aparacie stereotaktycznym i podlaczo-
ne do ukladu utrzymujacego stalg temperature ciata
(37°C+0,5°C). Ogolny stan zwierzgcia byl monitoro-
wany przez ciagla obserwacje sygnatéw EKG i EEG.
Po odslonieciu gérnej powierzchni moézgoczaszki
i uwidocznieniu szwow czaszkowych wyznaczajg-
cych punkty Bregma i Lambda, zweryfikowano pta-
skie ulozenie czaszki. Nastepnie wykonano niewiel-
kie kraniotomie, tak aby umozliwi¢ stereotaktyczne
umieszczenie elektrody rejestrujacej w przysrod-
kowych jadrach szwu [A/P= -12,3 mm (wzgledem
Bregmy), L/M= 0 mm (wzgledem $rodka zatoki
strzatkowej gornej), D/V= 8,8-10,2 mm (wzgledem
powierzchni mézgu), kat mikromanipulatora = 30°],
oraz dodatkowo nad zatoka strzatkowg gérna w celu
wyznaczenia dokladnego srodka mézgowia.

Spontaniczng aktywnos$¢ serotoninergicznych
komorek nerwowych rejestrowano w warunkach

12 godzin $wiatla/12 godzin ciemnosci (LD: 12/12),
metodg zewnatrzkomoérkowej rejestracji pojedyn-
czych potencjaléw czynnosciowych. Do rejestracji
wykorzystano szklane mikropipety o impedancji 9-
15 MQ, wypelnione 0,5 M roztworem chlorku sodu
nasyconym barwnikiem Chicago Sky Blue. Sygnat
po wzmocnieniu (10 000x) i filtracji (300-3000 Hz)
przez wzmacniacz firmy Axon Instruments (model
CyberAmp 380) byt probkowany przez przetwor-
nik analogowo-cyfrowy firmy Cambridge Elec-
tronic Design (model micro2 mkII) obstugiwany
przez oprogramowanie Spike 2. Poziom aktywnosci
serotoninergicznych komorek okreslano w trakcie
trwania rejestracji. [lo§¢ wygenerowanych przez ba-
dang komorke potencjatéow czynnosciowych w cig-
gu 1 sekundy przedstawiano graficznie w postaci
histogramu aktywnosci.

Miejsce rejestracji kazdorazowo zaznaczano, po-
przez jonotoforetycznie zdeponowanie barwnika za
pomocy elektrody rejestrujacej, na ktérg podawano
prad o natezeniu 6 WA przez 4 min. Zrédlem pra-
du statego byla pradowa jednostka izolujgca firmy
World Precision Instruments, model A360.

Po zakonczonym eksperymencie elektrofizjolo-
gicznym zwierzeta poddawane byly perfuzji, kolejno
zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej i 4%
roztworem paraformaldehydu (w objetosci 250 ml).
Nastepnie skrawki zawierajgce MRN wybarwio-
no przy pomocy techniki immunohistochemicznej
na obecnos¢ serotoniny (poliklonalne przeciwciala
anty-5-HT, JACKSON IR) w celu weryfikacji miej-
sca rejestracji. Tylko dane zarejestrowane z obszaru
przysrodkowych jader szwu poddawane byly dalszej

analizie.
Wyniki

Neurony klasyfikowane byly jako serotoniner-
giczne, na podstawie elektrofizjologicznych kryte-
riéw: potencjal czynnosciowy charakteryzowal sie
diugim czasem trwania - przynajmniej 2 ms, ksztalt
zewnatrzkomadrkowego potencjalu czynnosciowe-
go byl dwu- lub tréjfazowy z poczatkowa kompo-
nentg dodatnig, natomiast czestotliwos¢ generowa-
nia potencjaléw czynnosciowych wynosita od 0 do
4 Hz (Rycina 1). Zazwyczaj aktywnos$¢ tych komo-
rek charakteryzowata rowniez wysoka regularnosc.
Wezesniejsze badania, wykorzystujace identyfikacja
antydromowg lub farmakologiczng, jak réwniez te
taczace rejestracje pojedynczych potencjaléw czyn-
nosciowych z technika podwdjnych barwien histo-
chemicznymi, wykazaly, iz taki wzorzec aktywnosci
charakteryzuje komarki wylacznie pozytywne sero-
toninowo, natomiast pozostale komorki jader szwu
nie wykazuja tego rodzaju aktywnosci [1, 2, 20].
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Rycina 1. Przyklady zapiséw zewnatrzkomorko-
wych potencjaléw czynnosciowych generowanych
przez serotoninergiczne neurony MRN. A. ,Kla-
syczny’, pojedynczy potencjal czynnosciowy. B. Tri-
plet potencjaléw czynnosciowych.

Spontaniczna aktywnos$¢ komoérek serotniner-
gicznych charakteryzuje sie wysoka regularnoscia.
Jakkolwiek czgsto obserwowalismy komorki, ktore
po okresie regularnej pracy zmienialy swoj wzor
aktywno$ci na nieregularny, erupcyjny lub tez
»milkly” (przestawaly by¢ aktywne), by po okresie
wzglednej ciszy znéw zacza¢ generowaé potencja-
ty czynnodciowe (Rycina 2). Obecnie istnieje juz
sporo prac, potwierdzajacych niektdre nasze obser-
wagcje, opisujacych taka aktywnos¢ komorek 5-HT
w preparatyce in vivo [8, 9, 10]. Jednakze mowa jest
w nich o subpopulacjach neuronéw serotoniner-
gicznych, , klasycznych” — generujgcych pojedyncze
potencjaly czynno$ciowe w sposéb regularny, badz
~erupcyjnych” — generujacych potencjaly czynno-
$ciowe w czasie erupcji aktywnosci (dublety, triple-
ty potencjatow czynnosciowych). Nasze obserwacje
potwierdzaja natomiast przypuszczenia, iz aktyw-
no$¢ pojedynczych komoérek 5-HT moze plynnie
przechodzi¢ z jednego trybu pracy w drugi. Aby
stwierdzi¢ czy obserwowane wzorce aktywnosci sa
skorelowane z czasem okolodobowym, potrzebne
sa dodatkowe analizy.
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Rycina 2. Histogramy spontanicznej aktywno-
$ci neuroné6w MRN (lewy panel) oraz histogramy
rozkladow interwaléw miedzy potencjatami czyn-

nosciowymi dla poszczegélnych rodzajow aktyw-
nosci (prawy panel). Wszystkie histogramy wyge-
nerowane zostaly dla tej samej komoérki w réznych
momentach rejestracji. A. Aktywno$¢ regularna. B.
Okresy ,ciszy elektrycznej”. C. Aktywnos$¢ niere-
gularna z okresami erupcji aktywnosci. Szeroko$¢
stupka dla histograméw aktywnosci - 1 s, szerokos¢
stupka dla histogramoéw interwaléw - 1 ms.

Po zarejestrowaniu aktywnosci spontanicznej
pojedynczych komorek (czas rejestracji wynosit od
10 min do ponad 7 godzin) uzyskane dane zebrane
zostaly w 1-godzinne okresy czasowe i przedsta-
wione w postaci zaleznosci czestotliwosci gene-
rowania potencjaldw czynnosciowych od czasu
okotodobowego (Rycina 3). Zaobserwowalismy, iz
aktywnos$¢ komorek serotoninergicznych zmienia
sie rytmicznie (sinusoidalnie) wokét doby. Srednia
aktywnos¢ neuronéw 5-HT osiggata dwa maksima,
w okolicach poczatku nocy i godzing po rozpocze-
ciu dnia, natomiast minimum aktywnosci obser-
wowali$my w $rodku fazy jasnej oraz fazy ciemne;j.
Analiza statystyczna wykazala, iz pomiedzy po-
szczegélnymi punktami pomiarowymi wystepuja
istotne réznice. W celu potwierdzenia rytmiczne-
go charakteru wahan czestotliwoéci generowania
potencjaléw czynnosciowych przez komoérki 5-HT
wokot doby oraz lepszej wizualizacji tychze zmian,
dopasowano model regresji nieliniowe;j.
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Czas okotodobowy [godz.]

Rycina 3. Wykres przedstawia zaleznos¢ czestotli-
wosci generowania potencjaléw czynnosciowych
przez komoérki MRN ($rednia + blad standardo-
wy) od czasu okotodobowego. LD 12:12, poczatek
fazy jasnej o godzinie 08:00 to 0 czasu okolodo-
bowego. Jednoczynnikowa analiza wariancji, oraz
przeprowadzony po fakcie test Tukeya wykazaty,
iz pomiedzy poszczegélnymi punktami pomiaro-
wymi wystepuja istotne statystycznie roznice (F=7,
37; p=4, 02E-22).
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Dyskusja

Szereg badan, m.in. z uzyciem technik mole-
kularnych oraz mikrodializ, udowodnit, iz aktyw-
no$¢ serotoninergicznych komorek jader szwu
wykazuje okotodobowe (cirkadialne) wahania na
wielu poziomach funkcjonowania, poczawszy od
syntezy serotoniny po jej uwalnianie do réznych
jader mézgowia, w tym takze do gléwnych struktur
zegara biologicznego [5, 11]. Nasze eksperymenty
pokazuja, iz réwniez na poziomie generowanych
przez komérki 5-HT potencjaléw czynno$ciowych
mamy do czynienia z okolodobowymi wahaniami.
Nasuwa si¢ wiec pytanie o zrédlo owych zmian.
Wiadomo, iz komoérki jader szwu nie posiadaja
ekspresji tzw. gendw zegara [18], tak wiec rytmicz-
na aktywno$¢ komorek 5-HT nie jest generowana
endogennie, musi zatem pozostawa¢ pod kontrola
gtéwnego generatora rytmow biologicznych, jakim
jest SCN. Poniewaz SCN nie posiada bezposred-
nich polaczen nerwowych z jadrami szwu, sygnal
do rytmicznej aktywnos$ci moze by¢ przekazywany
komérkom 5-HT za posrednictwem innych struk-
tur osrodkowego uktadu nerwowego, unerwianych
przez SCN i posiadajacych polaczenia z MRN,
takich jak przysrodkowy obszar przedwzrokowy
(medial preoptic area), strefa ponizej jader przyko-
morowych (subparaventricular zone) czy grzbieto-
wo-przysrodkowe jadro podwzgoérza (dorsomedial
hypothalamic nucleus) [6, 19]. Istnieje tez mozli-
wos¢, iz SCN kontroluje rytmiczng aktywnos¢ neu-
ronow 5-HT za pomoca hormonalnych przekaz-
nikow takich jak glukokortykoidy, ktore wptywaja
na funkcjonowanie serotoninergicznych komdrek
jader szwu [4, 12, 14]. Nasze ostatnie eksperymenty
(dane nieopublikowane) udowodnily, iz adrenale-
kotomia, likwidujaca rytmiczne wahania poziomu
kortykosteronu, znosi takze rytmiczne uwalnianie
serotoniny do jader nadskrzyzowaniowych. Plano-
wane przez nas eksperymenty elektrofizjologicz-
ne, majace na celu lokalne podawanie agonistéw
i antagonistow receptoréw glukokortykoidowych,
zmierzaja w kierunku odpowiedzi na pytanie, czy
i jak aktywno$¢ elektryczna serotoninergicznych
komoérek przysrodkowych jader szwu zalezy od
obecnosci kortykosteronu.
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Empiric mode decomposition
and Lempel-Ziv complexity method
for EEG analysis in the schizophrenic patients
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Streszczenie

Pomimo prowadzonych od kilkudziesieciu
lat badan, proby opracowania algorytmow, ktére
moglyby postuzy¢ do znalezienia cech EEG cha-
rakterystycznych dla schizofrenii nie zakonczy-
ly si¢ powodzeniem. W tej pracy prezentujemy
nowe podejscie do analizy zapisow elektroence-
falograficznych oparte o potaczenie dwoch sto-
sowanych dotad niezaleznie metod analizy sze-
regow czasowych: empirycznej dekompozycji
modalnej EMD (empirical mode decomposition)
i ztozonosci Lempel-Ziv’a (Lempel-Ziv complexi-
ty). EMD umozliwia reprezentacje sygnatu jako
sumy kilku sktadowych, zwanych independent
mode functions (IMF). Taka reprezentacja jest
szczegblnie uzyteczna w przypadku sygnatow
nieliniowych i niestacjonarnych. W propono-
wanym podej$ciu dynamika mo6d IMF jest scha-
rakteryzowana ilosciowo za pomocg algorytmu
ztozonosci Lempela-Ziva LZC (Lempel-Ziv
Complexity). Taki schemat opisu zmiennosci
szeregow czasowych nazywamy analizg EMD-
LZC. Dokonano analizy EMD-LZC zapiséw EEG

(wykonanych w standardzie 10-20) 17 zdrowych
0s6b i 15 0s6b chorych na schizofrenig, niele-
czonych przynajmniej przez tydzien. Dla trze-
ciej mody IME, zlozonos¢ dla grupy schizofreni-
kéw byla nizsza od zlozonosci grupy kontrolne;.
Statystycznie istotne réznice pomiedzy grupami
zaobserwowano dla 14 odprowadzen EEG. Dla
porownania, réznice pomiedzy fourierowskimi
widma mocy dla obu grup nie byly znaczace
w zadnym z 19 odprowadzen.

Stowa kluczowe: schizofrenia EEG, empiryczna de-
kompozycja modalna, ztoZonosé Lempel’a-Ziva

Abstract

Over the last few decades, numerous attempts
have been made to indentify electroencephalo-
graphic (EEG) manifestations of schizophrenia.
However, clinical applicability of these studies
has not been demonstrated. We present a no-
vel approach to EEG analysis which is based
on combination of two methods of time series
analysis. Empirical mode decomposition is used
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to decompose a signal into several independent
mode functions (IMF). Then, Lempel-Ziv com-
plexity is used to quantify variability of such
modes. We dub this approach EMD-LZC ana-
lysis. We carry out EMD-LZC analysis of EEG
(performed according to 10-20 standard) of 17
healthy volunteers and 15 schizophrenic patients
who were not medicated for at least a week. We
find that variability of the third IMF mode is lo-
wer in the patients. The statistically significant
differences were observed in 14 channels. Inte-
restingly enough, the Fourier power spectra of
both cohorts were not statistically different in
any of 19 EEG channels.

Key Words: schizophrenia, EEG, empirical mode
decomposition, Lempel-Ziv complexity

Wstep

Analiza wzrokowa czynnosci bioelektrycznej
ludzkiego mézgu, mimo poczatkowo (w latach
40. i 50. ubieglego wieku) wigzanych z nig na-
dziei, nie przyniosta zadowalajacych wynikow
w badaniach nad patogeneza i klinika choréb
psychicznych.

Kolejne lata rozwoju elektroencefalografii
przyniosty rozpowszechnienie szybkiej transfor-
maty Fouriera (FFT). Metoda ta okazala si¢ na
pewnym etapie dos¢ skuteczna w zakresie anali-
zy wplywu lekéw psychotropowych na EEG. Po
wprowadzeniu zapisu cyfrowego sygnalu EEG
zwiekszyla sie ilos$¢ prob, jak dotad niezado-
walajaco skutecznych, znalezienia algorytmow,
ktore moglyby postuzy¢ do rozpoznania i wy-
odrebnienia cech EEG charakterystycznych dla
schizofrenii [1, 2].

Niektdre badania wykazaly, ze chorzy na schi-
zofrenie, ktérzy pochodza z rodzin obcigzonych
tym schorzeniem, cechujg si¢ prawidlowym EEG.
Natomiast u pacjentéw, ktorzy stanowia wypad-
ki sporadyczne zachorowan w rodzinie, mozna
mowic o czestszym wystepowaniu nieprawidto-
woséci w czynno$ci bioelektrycznej [3, 4]. Obser-
wacji tych nie udalo si¢ ostatecznie potwierdzi¢
[5]. Ustalono, ze obecnos$¢ nieprawidlowosci
EEG jest prognostykiem wigkszej skutecznosci
farmakoterapii u pacjentow cierpiacych na schi-
zofrenie. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano
u pacjentéw z innymi zaburzeniami psychicz-
nymi [6]. W 24-godzinnych badaniach czynno-
$ci bioelektrycznej OUN (o$rodkowego ukladu
nerwowego) wykazano, ze u okoto 30 procent
pacjentéw chorych na schizofreni¢ wystepuja
nieprawidtowosci EEG. Jednak nie znaleziono

zadnego zwigzku miedzy zmianami EEG a wy-
stepujacymi u badanych objawami klinicznymi
[7]. Jedno z badan wykazalo ponad dwukrotnie
wyzszg ilo$¢ nieprawidtowosci EEG w lewej pot-
kuli w poréwnaniu do prawej pétkuli mozgu [8].
Nowsze badania nie potwierdzily tego spostrze-
zenia [9].

Ilosciowe badania EEG wykazaly z kolei
zwiekszong moc fal theta w okolicach $rodko-
wo-czolowych u pacjentéw cierpigcych na schi-
zofrenie [10]. W innych badaniach stwierdzo-
no u pacjentéw z tym rozpoznaniem mniejszy
udzial czynnosci z pasma alfa [11; 12].

Dotychczasowe badania EEG z uzyciem ana-
lizy wzrokowej i ilo$ciowej nie doprowadzily
do znalezienia cech czynno$ci bioelektrycznej
OUN, ktére mialyby znaczenie diagnostyczne
[5]. Celem pracy jest préba sprawdzenia, czy
zastosowanie algorytmu EMD-LZ do analizy sy-
gnalu EEG pozwoli na diagnostyczne zréznico-
wanie czynnosci bioelektrycznej oséb zdrowych
i chorych na schizofrenie.

Materialy i metody

W pracy dokonano analizy EMD-LZC za-
pisow EEG 17 zdrowych ochotnikéw i 15 oséb
chorych na schizofreni¢ (nie leczonych farma-
kologicznie przynajmniej przez tydzien). Do ob-
liczen z kazdego badania wybrano okoto 2 minu-
towy fragment bez artefaktéw spoczynkowego
zapisu EEG (oczy zamkniete) wykonanego przy
zastosowaniu miedzynarodowego standardu 10-
20 rozstawienia elektrod.

Od prawie pol wieku tradycyjna analiza wid-
mowa jest podstawowym narzedziem ilo$ciowej
oceny patologicznych zmian w zapisach EEG.
Coraz glebsze zrozumienie niestacjonarnych
i nieliniowych wlasnosci EEG, jak do tej pory,
mialo niewielki wplyw na praktyke klinicz-
n3. W tej pracy prezentujemy nowe podejscie
do analizy zapiséw elektroencefalograficznych
oparte o polaczeniu dwdch stosowanych dotad
niezaleznie metod analizy szeregéw czasowych:
empirycznej dekompozycji modalnej EMD (em-
pirical mode decomposition) [13] i zloZonosci
[14]. EMD umozliwia reprezentacj¢ sygnatu jako
sumy kilku skladowych, zwanych independent
mode functions (IMF). Najbardziej fundamen-
talng wlasnos$cig takich mdd jest mozliwos¢ wy-
znaczenia za pomocg transformaty Hilberta ich
chwilowej amplitudy, a przede wszystkim, chwi-
lowej czestotliwosci. Metoda EMD jest z gruntu
nieliniowa i niestacjonarna. Nalezy jednak pod-
kresli¢, iz nie jest dozwolone utozsamianie mody
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z konkretng czestotliwoscig sygnatu, ale raczej
z pewnym przedzialem czestotliwosci, ktory nie
jest ustalany a priori, ale jest wynikiem adapta-
cyjnej analizy danych doswiadczalnych. Przyklad
dekompozycji EMD sygnalu EEG przedstawiono
na rycinie 1.
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Rycina 1. Fragment sygnalu EEG zdrowego ochot-
nika (kanal T4) i pierwsze 3 mody IMF empirycznej
dekompozycji modalnej (EMD).

W proponowanym podejsciu dyna-

uporzadkowanie). Rycina 2 ilustruje zastosowanie
LZC do analizy zmiennosci szeregu czasowego.

Punktem wyj$ciowym jest konwersja sygna-
tu na tancuch binarny. Wszystkie wyrazy szeregu
wieksze od arbitralnie wybranej wartosci progo-
wej (W tej pracy jest to wartos¢ $rednia sygnatu)
zostaja zastapione przez 1, a wyrazy mniejsze od
tej wartosci przez 0. Nastepnie wyznaczona zostaje
liczba stéw, za pomoca ktérych mozna zrekonstru-
owac¢ binarny tanicuch reprezentujacy analizowany
sygnal. Ta liczba po podzieleniu przez wspomnia-
ny czynnik normalizacyjny wyznacza warto$¢ pa-
rametru Q.

Wartosci Q wyznaczono dla trzech pierwszych
mo&d IMF wszystkich 19 kanatéw EEG grupy chorych
na schizofrenie i 0s6b zdrowych. Dla poréwnania wy-
konano takze analize¢ FFT wszystkich kanatéw tych
samych odcinkéw zapiséw czynnosci bioelektrycznej
OUN. Do analizy statystycznej uzyto testu T.

Wyniki
Analiza statystyczna wartosci znormalizowanej

zfozonosci wykazala w 28 poréwnaniach istotne
statystycznie roznice miedzy sygnatami EEG pa-

mika méd IMF jest scharakteryzowana
ilosciowo za pomoca algorytmu zlozo- A

nosci Lempela-Ziva LZC (Lempel-Ziv
Complexity). Dla zwiezlosci taki schemat

opisu zmienno$ci szeregéw czasowych
nazywamy analiza EMD-LZC. Zlozo-
nos$¢ Lempel-Ziv'a ¢ (n) determinowana
jest iloscig niezaleznych ciagow znakéw,
zwanych stowami, potrzebnych do re-
produkgji fanicucha symboli S=s0sI...sn
(zdania) o dlugosci n. Proces rekon-
strukcji zdania oparty jest na dwodch
operacjach:

- wstawianiu nowego stowa

- kopiowaniu napotkanego wcze$niej
stowa, ktore jest przechowywane w dy-
namicznie tworzonym stowniku.
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Sygnal przeksztalcamy w oparciu o wartos¢
progowa, w ,zdanie” zerojedynk owe. Wartosca
progowa jest srednia arytmetyczna.
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JZdanie” dzielimy na stowa rézniace sie od
siebie.
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W ,zdaniu” utworzono 10 réznych sfow
(c=10). llos¢ réznych stéw z jakich
zbudowane jest zdanie, stanowi miare jego
ztozonosci.
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Lancuch S jest przegladany od lewa
do prawa i ¢ (n) jest zwiekszane o 1 za
kazdym razem, kiedy napotkane zostanie
nowe slowo. Najczesciej ¢ (n) jest normalizowane
przez zlozonos¢ losowego ciggu symboli. Dla loso-
wego binarnego anicucha o dlugosci n, ztozonego
z zer badz jedynek, zlozono$¢ dana jest wyraze-
niem n/log n. Po zastosowaniu takiej normaliza-
cji, bezstratna metoda kompresji stownikowej,
jaka jest LZC, pozwala okresli¢ stopien zlozonosci
sygnalu za pomocg parametru Q, z przedzialu 0
(maksymalne uporzadkowanie) do 1 (minimalne

Rycina 2. Schemat obliczen zlozonosci Lempel-Ziva szeregu
czasowego.

cjentow chorych na schizofreni¢ a os6b zdrowych.
Najwyrazniejsze i najliczniejsze réznice miedzy
zmiennoscig sygnalu EEG chorych i zdrowych
wystapily w modzie trzeciej. W zadnym z 57 po-
réwnan analizy FFT czynno$ci bioelektrycznej
pacjentéw chorych na schizofreni¢ i zdrowych nie
uzyskano roéznic istotnych statystycznie. Wyniki
poréwnania zawarte sg w Tabeli 1.
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IMF1 | IMF2 IMF 3 30Hz | 10Hz | 3Hz
Kanal (A | p h| p h P h) p |\h| p |h| p
Fpl 0]0.210/0]0.140| 1 |0.00120| 0| 0.57|0|0.68| 0 |0.21
Fp2 0]0.480]0]0.630|0 [0.05600(0]0.78]0]0.63|0/0.43
F7 0]0.100/ 0 ]0.054|1]0.00042]|0|0.61]0|0.55]/0/0.33
F3 0]0.053]1]0.052]10.00280( 0 ]0.53|/0]0.53|0 /0.38
Fz 0]0.060|1]0.051]10.03090(0]0.38/0]0.67|00.74
F4 0]0.280|1]0.041]1/0.01060(0]0.78/0]0.84|0|0.52
F8 0]0.350]0]0.080/1[0.01090/0]0.51]0[0.76/0 /0.40
T3 01]0.550]1]0.014]10.00510(0]0.29/0]0.63|0 |0.64
C3 0]0.100/ 0 [0.120 | 1 |0.00444( 0] 0.58/0]0.99]/0 |0.84
Cz 1]0.046|10.013|1]0.01100|00.22|0]0.88]0 |0.61
C4 0]0.310]0]0.210|1 [0.00671|0]0.62|0|0.63|0 |0.35
T4 1/0.040/0]0.310]1/0.00190|0]0.53/0]0.42|0 ]0.68
T5 0]0.050]0]0.480]00.15000( 0]0.88/0]0.39/00.69
P3 0]0.070| 1 0.016]10.00459(0]0.34/0]0.14/0 |0.17
Pz 0]0.100/1]0.013]10.00145(0]0.10/0]0.30|0 |0.30
P4 0]0.150]1]0.034/1[0.00021/0]0.61]0[0.18/0/0.13
T6 01]0.320/0]0.180|0]0.23000]/0 098] 0|0.36|/0 /0.38
Ol 1/0.010/1/0.013]0]0.27000|0/0.42|0]0.14|0 |0.62
02 0]0.080|1]0.027]00.19000( 0]0.23|0|0.21|0 |0.25

Tabela 1. Wyniki testu T dla analizy EMD-LZC (ko-
lumny IMF 1, IMF 2, IMF 3) i tradycyjnej analizy
widmowej (kolumny 30 Hz, 10 Hz, 3 Hz). Wartos¢
parametru h=1, dla wygody zaznaczonej w Tabeli
czcionky pogrubiong, oznacza istnienie statystycz-
nie istotnych réznic pomiedzy grupa kontrolng zto-
zona z 17 zdrowych ochotnikéw a grupa 15 chorych
na schizofreni¢ nieleczonych farmakologicznie.

Na rycinie 3 przedstawiono wartosci znormali-
zowanej zlozonosci Q dla trzeciej mody IME Z tej
ryciny wynika, Ze zmienno$¢ mody trzeciej jest
znamiennie nizsza w grupie chorych na schizofre-
nie. Analiza statystyczna wykazala znamienne sta-
tystycznie roznice az w 15 z 19 odprowadzen.

082 T % — , % ———————
P i Yyragtbr
05 - % 5 % 5 %% g % : % L S
048-% % % SRR % % T i
s | % B % » BN
= : : Lo : : [
4 o4e : }} S : Pod S
Q - Do : : : :
N : R :
- - : T4
0.44 Do J
o4zt O grupa kontrolna B
©  c¢horzy na schizofrenle : Lo
D T S S T S S S S S
FpIFp2FT F3 Fz FAFE TIC3ICzC4 T4 TS P3Pz P4 TE O1 Q2
kanal

Rycina 3. Zlozonos¢ LZC dla trzeciej mody IME
Wyniki przedstawiono jako s$rednia + odchylenie
standardowe.

Podsumowanie

Analiza metoda EMD-LZ odcinkéw zapisow
EEG bez artefaktow wykazata, ze w poréwnaniu do

tradycyjnej analizy widmowej opartej na FFT opra-
cowany przez nas algorytm znacznie skuteczniej
réznicuje sygnal EEG czynnosdci bioelektrycznej
osoby chorej na schizofreni¢ od osoby zdrowej. Pro-
ponowany przez nas algorytm moze wigc okazac si¢
przydatny nie tylko w diagnozowaniu schizofrenii,
lecz takze stac si¢ przydatnym narzedziem w bada-
niach nad patogenezg tej grupy schorzen.
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) Sesja V: Elektrofizjologia wyzZszych czynnosci nerwowych

Modyfikacja czestosci generacji potencjalow
czynnosciowych przez neurony kory mozgowe;j
wywolana uczeniem asocjacyjnym - badania ex vivo

Modification of cortical neuron firing rates induced
by associative learning - ex vivo experiments

Yury Garkun', Marek Bekisz', Grzegorz Hess’, Malgorzata Kossut'
'Instytut Biologii Eksperymentalnej im. Nenckiego, PAN, Warszawa,

’Instytut Farmakologii, PAN, Krakow

Streszczenie

U dorostych myszy skojarzenie stymulacji wi-
brys z szokiem elektrycznym w ogon wywoluje po-
szerzenie rozmiardw reprezentacji korowej stymu-
lowanych wibrys oraz zmiany niektérych markeréw
neurochemicznych. W tej pracy badalismy, czy ta-
kie uczenie asocjacyjne wywoluje réwniez zmiany
czestosci generacji potencjaléw czynnosciowych
przez neurony w obrebie korowej reprezentacji
stymulowanej wibrysy. Przygotowywalismy skraw-
ki mézgu zawierajace pole barylkowe kory soma-
tosensorycznej i przeprowadzalismy pod kontrola
wzrokowg rejestracje whole-cell z neuronéw war-
stwy IV. Porownywalismy wyniki z myszy trenowa-
nych z danymi ze zwierzat kontrolnych. W trakcie
rejestracji komorki byly wypelniane barwnikiem
fluorescencyjnym w celu dokladniejszej identyfi-
kacji morfologicznej. W czasie rejestracji poten-
cjalow czynnosciowych przy blonowym napigciu
progowym uzywaliSmy sztucznego plynu mézgo-
wo-rdzeniowego (ASCF) o skladzie zblizonym do
CSF in situ. Nasze wstepne rezultaty pokazuja, ze
komorki pobudzajace warstwy IV w obrebie re-
prezentacji korowej ,trenowanej” wibrysy maja
zwieckszong czesto$¢ generacji potencjalow czyn-
nosciowych w poréwnaniu do neuronéw z kontro-
Inych zwierzat. Te wyniki sugeruja, ze stosowane

kojarzenie asocjacyjne moze prowadzi¢ do dlugo-
trwatych zmian w puli pobudzajacych/hamujacych
wplywow w obrebie reprezentacji korowej stymu-
lowanej wibrysy lub moze zmienia¢ wlasciwosci
generacji potencjaléw czynnosciowych przez neu-
rony w obrebie tego obszaru kory.

Stowa kluczowe: skrawki mozgu, kora barytkowa,
warunkowanie klasyczne, plastycznosc¢

Abstract

In adult mice, repetitive pairing of whisker sti-
mulation with an electrical shock to the tail induces
expansion of the cortical representation of stimu-
lated vibrissae accompanied by changes of several
neurochemical markers. In this study, we investiga-
ted whether this associative learning induced also
changes the neuronal firing rate within the cortical
representation area of the stimulated vibrissae. We
prepared brain slices containing the barrel field of
the somatosensory cortex and performed whole-cell
recordings from visually identified layer IV neurons.
We compared results from trained mice, obtained
after the end of pairing, with data from control ani-
mals. Cells were filled during recording with fluore-
scent dye to allow more detailed morphological exa-
minations. We used an artificial cerebrospinal fluid
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(ACSF) close to the composition of CSF in situ, to
record spikes at threshold potential. Our prelimina-
ry results show that layer IV excitatory cells within
the cortical representation area of “trained” vibris-
sae have an enhanced frequency of action potentials
compared to neurons from control animals. This
data suggests that associative pairing may result in
long-lasting changes in the net excitatory/inhibitory
influences within the cortical representation area of
the stimulated whisker or may change the intrinsic
firing properties of neurons within that area.

Key Words: brain slices, barrel cortex, classical
conditioning, plasticity

Wstep

Uczenie si¢ i zapamietywanie modyfikuje po-
laczenia pomiedzy neuronami w zaangazowanych
w te procesy osrodkach moézgu. Zmieniajg sie wla-
snosci i charakterystyka odpowiedzi pewnej subpo-
pulacji neuronéw w tych osrodkach. Niektore z ta-
kich zmian sg przypuszczalnie bardzo trwale (na ten
temat istnieje bardzo malo dowodéw eksperymen-
talnych [1], ale przyjmuje si¢, Ze powinny one to-
warzyszy¢ trwatemu $ladowi pamieciowemu). Inne
zmiany moga by¢ przemijajace i potrzebne tylko na
okreslonym etapie procesu zapamigtywania. Zjawi-
ska lezace u podstaw zmiany sily synaps to: zmia-
ny ilosci wydzielanego neuroprzekaznika, zmiany
liczby receptoréw postsynaptycznych, zmiany wy-
dajnodci receptoréw postsynaptycznych, zmiany
liczby lub regulacji napieciowo-zaleznych kanaléw
potasowych i sodowych regulujacych pobudliwos¢
dendrytéw, zmiana liczby i ksztaltu synaps, zmiana
pozycji synaps na neuronie. Od lat usiluje si¢ ziden-
tyfikowac te zmiany. Ztozona budowa moézgu ssa-
kéw, a zwlaszcza ogromna liczba neuronéw, bardzo
utrudniata podobnie dokladne badania. Podejmu-
jemy probe wykorzystania do badan neuronalnych
mechanizméw uczenia si¢ ssakow, obszaru kory
mozgowej gryzoni o uporzadkowanej w charakte-
rystyczny sposob budowie komorkowej. W moézgu
niektérych gryzoni istnieje szczegoélnie zbudowana
droga czuciowa - nalezaca do uktadu trojdzielnego
droga przekazujaca informacje z wibrys na pyszcz-
ku do kory somatosensorycznej [2]. Wibrysy tworza
zintegrowany organ dotykowy, ktérego reprezen-
tacja w o$rodkowym ukladzie nerwowym ma, na
wszystkich pietrach wstepujacej drogi czuciowej,
szczegOlna organizacje morfologiczng. Kazda wi-
brysa reprezentowana jest w jadrze gtéwnym nerwu
trojdzielnego, w jadrze brzuszno-bocznym wzgorza
i w pierwszorzgdowej korze somatosensorycznej
przez specyficzne zgrupowania komdrek. W korze

mozgowej maja one walcowatg strukture, w ktorej
ciala komoérkowe skupione s3 w $cianach walca,
a wnetrze jest wypelnione neuropilem (Rycina 1A).
Ze wzgledu na taka budowe zostaly one przez swo-
ich odkrywcéw - Woolseya i Van der Loosa [2] - na-
zwane barylkami. Obszar kory somatosensorycznej,
w ktorym wystepuja, nazywa si¢ kora barylkows.
Uklad pigciu rzedow barylek w korze odwzorowuje
polozenie pieciu rzedow wibrys na pyszczku (Rycina
1A). Na prostym preparacie histologicznym w bar-
wieniu Nissla, a nawet na niebarwionych grubych
skrawkach, mozna zidentyfikowa¢ poszczegolne ba-
rytki i w ten sposob bez trudu okresli¢ miejsce pro-
jekcji okreslonych obwodowych receptoréw czucio-
wych. Jest to bardzo dogodne przy badaniach osrod-
kowych korelatéw manipulacji, jakim poddaje sie
receptory obwodowe. Dokladnie wiadomo bowiem,
ktory fragment kory nalezy analizowaé lub, w kto-
rym miejscu prowadzi¢ rejestracje elektrofizjolo-
giczne. Jest to unikatowy model zmian plastycznych
kory moézgowej indukowanych przez proces uczenia
sie. W 1996 roku opisano sposdb wywolania takich
zmian przez zastosowanie treningu czuciowego
opartego na paradygmacie warunkowania klasycz-
nego [3]. W badaniach nad mechanizmami zaob-
serwowanych zmian wykryli§my wzrost oddziaty-
wan hamujacych w skos$nych szlakach wewnatrz-
korowych z kolumny korowej reprezentujacej
wibryse zaangazowang w trening [4]. Rejestracje
wewnatrzkomoérkowe na skrawkach moézgu treno-
wanych myszy potwierdzily nasilenie oddziatywan
hamujacych w wyniku treningu [5]. Stwierdzono
w nich zwiekszenie czestotliwosci wystgpowania
spontanicznych IPSCs w neuronach IV warstwy
kory, nalezacych do kolumny korowej pobudzane;j
przez wibryse zaangazowang w treningu.

Istnieja dane literaturowe pokazujace zmiany
w czestosci generacji potencjalow czynnosciowych
przez komorki warstwy IV kory wzrokowej po
przejsciowej deprywacji sensorycznej u mltodych
myszy [6, 7]. Nasze obecne badania mialy na celu
sprawdzenie, czy podobne zmiany zaobserwujemy
réwniez u dorostych myszy po wywotaniu asocja-
cji pomiedzy bodzcami czuciowymi w procesie
warunkowania klasycznego, polegajacym na koja-
rzeniu stymulacji sensorycznej wybranego rzedu
wibrys z draznieniem elektrycznym ogona.

Materialy i metody

Doswiadczenia przeprowadzano na 5-6 tygo-
dniowych myszach plci zenskiej. Procedury za-
stosowane w trakcie doswiadczen zostaly zatwier-
dzone przez Lokalng Komisje Etyczng nr 1 d/s
Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie.
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Trening zwierzat

Trening behawioralny, oparty na metodzie wa-
runkowania klasycznego, polegal na stymulacji
dotykowej (pedzelkiem) jednego wybranego rzedu
B wibrys na pyszczku myszy. Po trzykrotnej 3-se-
kundowej stymulacji wibrys (bodziec warunkowy
- CS) nastepowal szok elektryczny w ogon (bo-
dziec bezwarunkowy - UCS). Po sze$ciosekundo-
wej przerwie czynnos¢ ta zostawala powtoérzona,
a caly taki cykl byl powtarzany przez 10 minut
dziennie, przez 3 dni [3].

Doswiadczenia elektrofizjologiczne

Myszy usypiano przy pomocy narkozy wziew-
nej (isofluran) i dekapitowano. Operacje na my-
szach trenowanych przeprowadzano 24 godzi-
ny po zakonczeniu treningu. Po wyjeciu mdzgu
z czaszki, zanurzano go w zimnym (0°C) sztucz-
nym plynie mézgowo-rdzeniowym (ACSF) o na-
stepujacym skladzie (mM): NaCl 126, KCl 3, Na-
H, PO, 1,25, NaHCO, 24, MgSO, 3, CaCl, 1, D-
glukoza 10, nasycanym mieszaning gazowa kar-
bogen (95% O,/5% CO,) i majacym wartos¢ pH
7,3-7,4. Skrawki o grubosci 350 pm wycinano przy
pomocy mikrotomu z wibrujacym ostrzem (Leica
VT1000S) z obszaru moézgu zawierajacego kore
barytkowa, w plaszczyznie nachylonej pod katem
55 stopni w stosunku do plaszczyzny strzatkowe;j.
Takie cigcie umozliwia uzyskanie skrawka kory,
gdzie na przekroju widocznych jest 5 kolumn
barytkowych, z ktérych kazda nalezy do innego
rzedu wibrys (A-E). Po preparatyce skrawki prze-
chowywane byly w komorze inkubacyjnej typu
zanurzeniowego wypelnionej ACSF o powyzszym
skladzie i majacym temperature 32°C, przez okres
2-6 godzin. Pojedynczy skrawek przenoszono do
zanurzeniowej komory rejestracyjnej zamonto-
wanej na podstawie pod obiektywem mikrosko-
pu prostego Olympus BX61WI, przeplukiwanej
przez ACSF o temperaturze 32°C, z szybkoscia
2-2,5 ml/min. Sktad ACSF w komorze rejestracyj-
nej byl taki sam jak wyzej, z wyjatkiem stezen soli
magnezu i wapnia, ktére wynosily (mM): MgSO,
2, CaCl, 2. W $wietle przechodzacym, pod ma-
tym powigkszeniem, mozliwa byla tatwa identy-
fikacja poszczegdlnych barylek. Po zastosowaniu
metody roznicowego kontrastu interferencyjnego
w podczerwieni (IR-DIC) obiektywu 20-40x, do-
datkowego powigkszenia 4-2x oraz odpowiedniej
kamery czulej w zakresie 775 nm (np. Hamamat-
su C7500), mozna zaobserwowa¢ pojedyncze
neurony i ustala¢, w oparciu o ich ksztalt, rodzaj
komorki, z ktorej przeprowadza si¢ rejestracje.

Wykonywano rejestracje aktywnosci komor-
kowej metoda ,whole-cell” Mikropipety szklane

(elektrody) wypelnione byly roztworem zawiera-
jacym (mM): K-gluconate 130, NaCl 6, HEPES 10,
EGTA 10, CaCl, 1, MgCl, 2, Na,-ATP 2, Na-GTP
0,3, 0 osmolarnosci 280-290 mOsm oraz wartosci
pH 7,2-7,3. Zastosowany mikroskop umozliwiat
réwniez obserwacje fluorescencji i w celu doktad-
niejszej weryfikacji morfologicznej neuronéw
do roztworu elektrodowego dodawano réwniez,
przed ustaleniem pH oraz osmotycznosci, barw-
nik Alexa Fluor® 568 (40 uM) lub Lucifer Yellow
(0,1-0,2 mg/ml). Elektrody o opornosci 4-6 MQ),
zainstalowane na mikromanipulatorze Burle-
igh, umieszczano pod kontrola wzrokowg na po-
wierzchni neuronéw, doprowadzano do powstania
zlacza wysokooporowego (>1 G()), a nastepnie
blone przerywano, aby uzyska¢ dostep elektrycz-
ny do wnetrza komorki. Do rejestracji aktywnosci
komoérek uzywano wzmacniacza Axopatch 200B
(Axon Instrument) pracujgcego w modzie ,fast
current clamp”. Charakterystyki odpowiedzi reje-
strowanych neurondéw badano, podajac prostokat-
ne impulsy pradowe w zakresie od -0,2 do +0,4 nA
i czasie trwania 400 ms. Sygnaly rejestrowano
i analizowano na komputerze za pomocg inter-
fejsu analogowo-cyfrowego Digidata 1322A oraz
oprogramowania pCLAMP (Axon Instruments).
Czesto$¢ probkowania wynosita 20 lub 10 kHz,
a sygnaly filtrowano analogowo dolnoprzepusto-
wo odpowiednio do 5 lub 3 kHz.

Wyniki

Przedstawione w tej pracy wyniki obejmuja
rejestracje z neurondéw pobudzeniowych war-
stwy IV. Uwzglednione neurony mialy opornos¢
blony powyzej 100 MQ i spoczynkowy potencjat
ponizej -65 mV. Neurony pobudzeniowe, wstep-
nie selekcjonowane wzrokowo jako posiadajace
nieduze cialo komdrkowe, weryfikowane byly na-
stepnie elektrofizjologicznie na podstawie charak-
terystycznego dla komorek tego typu regularne-
go wzoru generacji potencjalow czynnosciowych
(ang. regular spiking), wykazujacego stopniowe
zwiekszanie si¢ odstepow czasowych pomiedzy
poszczegdlnymi potencjatami.

W standardowym uzywanym przez nas ACSF
(patrz Materialy i metody) przy spoczynkowym
napieciu blonowym badane neurony nie genero-
waly w ogoéle potencjaléw czynnosciowych, a to-
niczna depolaryzacja do napigcia progowego po-
wodowala wyzwolenie jedynie niewielkiej ich licz-
by i tylko przez poczatkowy kilkusekundowy okres
depolaryzacji. Z tego powodu do badania czestosci
generacji potencjaléow czynnosciowych wymienia-
lisSmy standardowy ACSF obmywajacy skrawki na
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plyn o skfadzie zblizonym do CSF in situ, posiada-
jacy zmodyfikowang zawarto$¢ nastepujacych soli
(mM): KCI 3,5, MgCl, 0,5, CaCL, 1 - wg. Maffei
i wsp. [6]. Przy predkosci przeptukiwania komo-
ry rejestracyjnej 2-2,5 ml/min, efekt zmiany skila-
du ASCF obserwowali$my po 2-3 minutach jako
2-4 mV depolaryzacje polaczong z nasileniem sig¢
spontanicznej aktywnosci synaptycznej oraz poja-
wiajace sie od czasu do czasu potencjaly czynno-
$ciowe. Zauwazalny byl réwniez niewielki spadek
opornosciblonykomorkowej, najprawdopodobnie;
wskutek zwigkszonej aktywnosci synaptyczne;j.

Z uwagi na to, ze neurony jednak rzadko
i w sposéb przejsciowy generowaly potencjaly
czynnosciowe przy napieciu spoczynkowym, ko-
morki depolaryzowali$my nastepnie do warto$ci
progowej dla generacji potencjatéw czynnoscio-
wych, wynoszacej okolo -60 mV. Nasze wstepne
wyniki pokazujg, ze w takich warunkach komorki
pobudzeniowe warstwy IV, rejestrowane w obrebie
barylki bedacej reprezentacja trenowanej wibrysy,
generuja potencjaly czynnosciowe znacznie cze-
$ciej niz analogiczne neurony rejestrowane u nie-
trenowanych myszy kontrolnych (Rycina 2).

Dyskusja

Otrzymane wyniki sugeruja, Ze stosowane ko-
jarzenie asocjacyjne moze prowadzi¢ do dlugo-
trwalych zmian w puli pobudzajacych i hamujg-
cych wplywow w obrebie reprezentacji korowej
stymulowanej wibrysy lub moze zmienia¢ wta-
$ciwosci generacji potencjalow czynnosciowych
przez neurony w obrebie tego obszaru kory.

Nalezy podkresli¢, ze opisany wyzej efekt wzro-
stu czgstosci generacji potencjatéw nie jest niezgod-
ny z poprzednio uzyskanymi danymi wykazujacy-
mi wzrost oddzialywan hamujacych w sko$nych
szlakach wewnatrzkorowych z kolumny korowej
reprezentujgcej wibryse zaangazowang w trening
[4] oraz zwigkszenie czestotliwosci wystepowania
spontanicznych IPSCs w neuronach IV warstwy
kory nalezacych do kolumny korowej pobudzane;
przez trenowang wibryse [5]. Wynika to z faktu, ze
dla stosowanego przez nas roztworu wypelniajace-
go pipety rejestracyjne, potencjal odwrdcenia dla
jonéw chloru, policzony z réwnania Nernsta, wy-
nosi ok. -63 mV, co jest wartoscig bardzo zblizong
do napigcia progowego dla generacji potencjalow
czynno$ciowych w zmodyfikowanym ACSE. Z tego
powodu wplyw zmian w oddziatywaniach hamuja-
cych moze mie¢ w opisanych w tej pracy rejestra-
cjach niewielkie znaczenie. Zaobserwowany wzrost
czgstosci generacji potencjalow czynnosciowych
wynika¢ moze raczej ze zmian w sile i dynamice

wewnatrzkorowych interakcji pobudzeniowych
lub ze wzrostu pobudliwosci wlasnej rejestrowa-
nych komoérek. Zmiany aktywnosci spontaniczne;
znaleziono takze w korze wzrokowej deprywo-
wanych wzrokowo szczuréw [6]. Wydaje sie, ze
takie wzmozenie aktywnosci spontanicznej moze
ulatwia¢ zachodzenie zmian neuroplastycznych.
By¢ moze opisane zjawisko pozwala nam réwniez
zrozumie¢ lepiej zaobserwowany juz wczedniej
wzrost markeréw gabaergicznych. By¢ moze stuzy
on wlasnie tlumieniu takiego duzego wzrostu po-
budliwosci.

Podziekowania

Badania przedstawione w pracy byly finan-
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i Szkolnictwa Wyzszego nr N303 081 31/2682 oraz
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Rycina 1. Rejestracja neurondw ze zidentyfikowa-
nych barylek. A. Zywy skrawek z widocznymi ba-
rytkami, zaznaczonymi literami od A do E. Skala
- 500pum. B. Duze powigkszenie (kontrast interfe-
rencyjny) widoczny neuron (prawdopodobnie po-
budzeniowy) i pipeta rejestrujaca. Skala — 20 um.
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Rycina 2. Aktywnos$¢ spontaniczna komodrek IV
warstwy o regularnych wyladowaniach wzrasta
po treningu. A. Reprezentatywny zapis z neuronu
barylki rzedu B w skrawku moézgu z trenowanej
i z kontrolnej myszy. B. Srednia aktywno$¢ spon-
taniczna neuronéw u trenowanych i kontrolnych
myszy (0§ rzednych - 1/s).
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Wplyw stresu unieruchomienia na dlugotrwale
wzmocnienie synaptyczne (LTP) w zakrecie zebatym myszy

The influence of restraint stress on long-term potentiation (LTP)
in the dentate gyrus of mice
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Streszczenie

Czynniki zaburzajace homeostaz¢ organizmu,
aktywuja system odpowiedzi stresowej, ktorym jest
0§ podwzgdrze-przysadka-nadnercza. Konsekwen-
cja aktywacji tego ukladu sg zmiany funkcji wielu
obszaréw modzgu, w tym hipokampa. Dlugotrwa-

te wzmocnienie synaptyczne (LTP) jest komorko-
wym modelem tworzenia $§ladéw pamigciowych.
W niniejszej pracy badano wplyw tagodnego stresu
unieruchomienia na LTP wzakrecie zebatym myszy.
Myszy szczepu C57BL/6 unieruchamiano na okres
10 minut przez 1, 3, 7, 14 lub 21 dni. Doswiadcze-
nia elektrofizjologiczne przeprowadzano na skraw-
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kach mézgu inkubowanych in vitro. Wykazano, ze
stres unieruchomienia wplywa dwukierunkowo
na mozliwo$¢ wywotania LTP w zakrecie ze¢ba-
tym. Stwierdzono nasilenie LTP, gdy bylo ono in-
dukowane w skrawkach uzyskanych bezposrednio
po zastosowaniu stresu unieruchomienia, a takze
w skrawkach uzyskanych ze zwierzat stresowanych
przez 14 i 21 dni. Natomiast trzydniowy stres po-
wodowal ostabienie LTP, a po 1 i po 7 dniach stresu
wielko$¢ LTP nie rdznila sie od kontroli.

Stowa kluczowe: hipokamp, plastycznos¢ synaptycz-
na, LTP, stres

Abstract

Different stress factors stimulate the stress re-
sponse systems of the hypothalamic-pituitary-ad-
renal (HPA) axis. The HPA axis responses affect
functions of various brain areas including the hip-
pocampal formation. Long-term potentiation (LTP)
is a cellular model of learning and memory proces-
ses. In the present study, C57BL/6 male mice were
used. Animals were subjected to daily restraint, la-
sting 10 min, for 1, 3, 7, 14, and 21 days. The in-
duction of LTP in the dentate gyrus was attempted
in these in vitro slices. The data show that restraint
stress bidirectionaly affects LTP induction. LTP was
enhanced in slices obtained from animals stressed
immediately before slice preparation and a similar
effect occurred after 14 and 21 days of restraint. On
the other hand, 3 days of stress exposure diminished
LTP. Restraint lasting 1 and 7 days did not alter the
degree of LTP.

Key Words: hipocampus, synaptic plasticity, LTP,
stress

Wstep

Dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne (long-
term potentiation, LTP), po raz pierwszy opisane
przez Blissa i Lomo [1] w 1973 roku, to zjawisko
polegajace na zaleznym od aktywnosci zwiekszeniu
wydajnosci synaptycznej. Obecnie fenomen ten jest
uwazany za komorkowy model powstawania sladow
pamieciowych. Badania in vivo wykazaly, ze LTP
utrzymuje si¢ wiele godzin lub nawet dni i jest swo-
iste dla stymulowanych synaps. W zakrecie zebatym
do wywotania LTP konieczne jest uwalnianie gluta-
minianu i depolaryzacja btony komérki postsynap-
tycznej. Depolaryzacja nastepuje na skutek aktywa-
cji receptoréw glutaminianergicznych typu AMPA.
Jednoczesnos¢ wystapienia tych dwdch proceséw
powoduje aktywacje postsynaptycznych recepto-

réw glutaminianergicznych typu NMDA i napltyw
jonéw Ca®* do wnetrza komorki postsynaptycznej.
Zwigkszone stezenie wewnatrzkomoérkowych jo-
néw wapniowych, spotegowane takze poprzez ak-
tywacje metabotropowych receptoréw glutaminia-
nergicznych oraz napigciowo-zaleznych kanatow
wapniowych, zapoczatkowuje lancuch procesow
biochemicznych prowadzacych do wzmocnienia
przekaznictwa. We wczesnej fazie LTP aktywowane
sa kaskady kinaz bialkowych, natomiast w poznej
fazie LTP, zaleznej od syntezy bialek, nastepuje in-
dukcja transkrypcji gendw oraz translacji. Procesy
te prowadza do wielu zmian strukturalnych i funk-
cjonalnych w synapsie [2, 3].

Reakcja stresowa jest to fizjologiczny mecha-
nizm, ktéry uaktywnia si¢, gdy nastepuje zaburze-
nie homeostazy organizmu przez rozmaite czynniki
psychologiczne i fizyczne, nazywane stresorami.
Stresory aktywujg uklad odpowiedzi stresowej,
jakim jest o§ podwzgdrze-przysadka-nadnercza
(PPN). Ostatnim etapem w tancuchu kolejno uwal-
nianych przez struktury tego ukltadu hormonow
jest synteza i wydzielanie kortykosteronu przez kore
nadnerczy. Hormon ten krazac wraz z krwia, docie-
ra do centralnego ukladu nerwowego, gdzie wigze
sie z receptorami mineralokortykoidowymi (MR)
oraz glukokortykoidowymi (GR) [4].

Rdzne rodzaje stresu wplywaja negatywnie na
morfologie oraz aktywno$¢ neuronéw hipokampa.
Stres unieruchomienia, trwajacy 6 godzin dziennie
przez 21 dni, wywoluje zmniejszenie liczby podjed-
nostek NR1, NR2A i NR2B receptora NMDA w polu
CA1 i zakrecie zebatym hipokampa szczura, a takze
zmniejsza liczbe kolcow dendrytycznych komoérek
piramidalnych pola CA1l [5]. Jednorazowy stres
unieruchomienia, trwajacy 3 godziny, nasila neuro-
geneze w zakrecie zebatym myszy, natomiast ostabia
to zjawisko u szczura [6]. Ponadto u szczura ostry
stres unieruchonienia, trwajacy 30 minut, ostabia
LTP w polu CA1 [7]. Z drugiej strony, fagodny stres
wymuszonego plywania nasila LTP w zakrecie ze-
batym u szczuréw in vivo [8].

Obecnie niewiele wiadomo na temat tego, w jaki
sposob tagodny stres moduluje mozliwo$¢ wywota-
nia LTP w zakrecie zgbatym myszy. Celem niniej-
szej pracy bylo zbadanie wplywu jednokrotnego
i wielokrotnego stresu na indukcje LTP w zakrecie
zebatym myszy w modelu tagodnego stresu unieru-
chomienia.

Materialy i metody
Dos$wiadczenia wykonano na samcach myszy

szczepu C57BL/6 w wieku 4-11 tygodni. Zwierzeta
z grupy kontrolnej byly poddawane codziennemu
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handlingowi, a myszy z grup do$wiadczalnych pod-
dawano stresowi unieruchomienia trwajgcemu
10 min przez 1, 3, 7, 14 oraz 21 dni. Myszy unieru-
chamiano w urzadzeniu przytrzymujacym zwierze
za szyje, jednak nie utrudniajagcym swobodnego
oddychania. Zwierzeta dekapitowano pod narkoza
halotanowg, bezposrednio po zastosowaniu stresu
unieruchomienia (grupa stres — dekapitacja, S-D) lub
w 24 godziny po ostatnim unieruchomieniu. Mdzg
preparowano w sztucznym plynie mézgowo-rdze-
niowym (artificial cerebro-spinal fluid, ACSF) o tem-
peraturze 5-7°C, zawierajacym (w mM): 124 NaCl, 26
NaHCO,, 1,25 NaH_PO,,4 MgSO,, 4,5 KCl, 1,8 CaCl,
i 10 glukozy, nasyconym karbogenem (95% 0,/5%
CO,). Po wyizolowaniu, mozg cigto w plaszczyznie
horyzontalnej na skrawki o grubosci 450 um.

Skrawki umieszczano w przeptywowej, interfa-
zowej komorze inkubacyjnej, gdzie byly perfun-
dowane przez ACSF przeplywajacy z predkoscia
2 ml/min, poczatkowo o temperaturze pokojowe;j.
Nastepnie podgrzewano roztwér do temperatu-
ry 32°C i pozostawiano skrawki w komorze przez
2 godziny zanim rozpoczeto eksperyment elek-
trofizjologiczny. ACSF uzywany podczas inkuba-
cji zawieral 1 mM MgSO, oraz 0,2 uM bikukuliny,
dodawanej do roztworu przed rozpoczeciem do-
$wiadczenia (pozostale zwiazki jak w roztworze
wykorzystywanym do izolacji mozgu). Postsy-
naptyczne pobudzajace potencjaly polowe (field
excitatory postsynaptic potential, fEPSP) rejestro-
wano w warstwie molekularnej zakretu zebate-
go przy uzyciu szklanej mikropipety o opornosci
1,1-1,8 MQ, wypelnionej ACSE. fEPSP wywotywa-
no stymulacja bocznej drogi przeszywajacej (lateral
perforant path, LPP) przy uzyciu dwubiegunowej,
stalowej elektrody stymulujacej, stosujac bodzce
trwajgce 100 ps, dostarczane co 20 s. Intensywnos¢
stymulacji ustalano tak, aby wielko$¢ rejestrowa-
nych fEPSP stanowita 30% wartosci maksymalne;.
Kazdorazowo sprawdzano umieszczenie elektrod,
stosujac protokol pulséw sparowanych (2 bodzce
w odstepie 50 ms powtarzane co 20 s), wykorzystu-
jac te wlasciwos¢ bocznej drogi przeszywajacej, iz
po zastosowaniu takiego protokotu w obszarze LPP
wystepuje zjawisko facylitacji (paired-pulse facilita-
tion, PPF). LTP indukowano czterema jednosekun-
dowymi seriami bodzcéw o czestotliwosci 100 Hz
(high frequency stimulation, HFS), powtarzanymi
co 25s.

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie
+SEM. Poréwnanie migdzy grupami doswiad-
czalnymi przeprowadzono, stosujac test ANOVA,
a znamienno$¢ statystyczng roznic pomiedzy ba-
danymi grupami zaznaczono, jezeli wartos¢ p byta
mniejsza niz 0,05.

Wyniki

Wplyw stresu unieruchomienia na PPF

Na poczatku kazdej rejestracji weryfikowano
polozenie elektrod, rejestrujac potencjaly przy za-
stosowaniu protokotu pulséw sparowanych (Rycina
1A). W skrawkach uzyskanych z myszy z grupy kon-
trolnej, poddanych procedurze handlingu tuz przed
dekapitacja, PPF wyniosto 35,75%+7,27% (n=7),
a w skrawkach otrzymanych ze zwierzat dekapito-
wanych tuz po zastosowaniu stresu unieruchomie-
nia (grupa S-D) PPF wyniosto 25,77%+7,51% (n=8;
Rycina 1B). W skrawkach uzyskanych ze zwierzat
kontrolnych PPF w bocznej drodze przeszywaja-
cej wyniosto 22,95%+3,69% (n=9), po 1 dniu stre-
su 25,73%+5,23% (n=6), po 3 dniach unierucho-
mienia 26,18%+6,96% (n=5), po 7 dniach stresu
28,18%+5,56% (n=8), po 14 dniach 26,44%5,1%
(n=7), natomiast po 21 dniach unieruchomienia
42,07%+11,14% (n=7; Rycina 1C). Réznice te nie sa
istotne statystycznie.

Wplyw stresu unieruchomienia na LTP

W skrawkach otrzymanych ze zwierzat kon-
trolnych uzyskano stabilne LTP utrzymujace si¢
przez co najmniej 2 godziny (55,21%+1,73%, n=9)
(Ryciny 2A, B, 3B). Podobny wynik otrzyma-
no w skrawkach pochodzacych z moézgéw myszy
z grupy kontrolnej poddanych procedurze han-
dlingu tuz przed dekapitacjg (48,13%8,72%, n=7;
Rycina 3A). W skrawkach zwierzat stresowanych
tylko jeden raz tuz przed preparacja, LTP wyniosto
100,47%+0,53% (n=8; Rycina 3A). Po 1 i 7 dniach
stresu unieruchomienia uzyskano LTP na poziomie
kontrolnym, odpowiednio 36,75%+7,12% (n=6)
i 69,83%+15,36% (n=8). Trzydniowy stres unieru-
chomienia spowodowal statystycznie istotny spa-
dek LTP (3,05%5,72%; n=5) natomiast 14 i 21 dni
stresu istotnie statystycznie nasilito LTP odpowied-
nio 98,19%+15,49% (n=7) i 98,24%+15,34% (n=7;
Rycina 3B).

Dyskusja

Przedstawione wyniki wskazuja, ze tagodny stres
unieruchomienia wptywa dwukierunkowo na pla-
styczno$¢ synaptyczng w zakrecie zebatym myszy.
Tuz po zastosowaniu stresu nastepuje nasilenie LTP,
jednak efekt ten jest krotkotrwaty, gdyz w 24 godzi-
ny po unieruchomieniu wielko$¢ zarejestrowane-
go LTP nie rézni si¢ od wielkosci kontrolnej. Zja-
wisko nasilenia LTP zarejestrowano po 14 dniach
codziennego unieruchamiania zwierzecia. Efekt ten
utrzymuje si¢ przez 21 dni. Natomiast stres trwaja-
cy 3 dni zmniejsza LTP, jednakze to oslabienie jest

100

Medycyna Dydaktyka Wychowanie, Vol. XL, Suplement 1/2008



Elektrofizjologia wyzszych czynnosci nerwowych

nietrwatle i po 7 dniach unieruchamiania, wielko$¢
LTP jest porownywalna z wartosciami uzyskiwany-
mi w kontroli.

Istniejg liczne dane, pokazujace modulujacy
wplyw réznych rodzajow stresu na plastycznos¢ sy-
naptyczng hipokampa. Ostry stres unieruchomie-
nia ostabia LTP w polu CA1 zaréwno w badaniach
prowadzonych technikg in vitro [7] jak i in vivo [9].
Natomiast réznego rodzaju stresory albo oslabiajg
LTP [10], albo nasilajg to zjawisko w zakrecie ze-
batym [11]. Uzyskane wyniki pokazuja, ze stres za-
réwno jednokrotny, jak i chroniczny nie wplywa na
PPE, co sugeruje, iz uzyskany efekt nie jest zwigza-
ny ze zmianami w uwalnianiu neurotransmitera do
szczeliny synaptycznej.

Odpowiedz stresowa jest zwigzana ze zwigkszo-
na synteza i wydzielaniem kortykosteronu. Hormon
ten jest ligandem receptoréw mineralokortykoido-
wych i glukokortykoidowych, przy czym wykazuje
dziesieciokrotnie wieksze powinowactwo do recep-
torow MR. Dlatego tez w stanie utrzymywania ho-
meostazy organizmu, gdy w krwiobiegu znajduje
sie niewiele kortykosteronu, aktywowane sg przede
wszystkim receptory MR. Natomiast w efekcie ak-
tywacji osi PPN i wyrzutu kortykosteronu akty-
wowane s3 rowniez receptory GR. Obydwa typy
receptoréw petnig istotng funkcje w procesach pla-
stycznodci, przy czym receptory GR s3 zaangazo-
wane w procesy konsolidacji pamigci, a receptory
MR uczestnicza w procesach nabywania $ladow
pamieciowych. Zwiekszenie wydajnosci synaptycz-
nej oraz powstanie LTP nastepuje, gdy w hipokam-
pie aktywowane s3 gldwnie receptory mineralo-
kortykoidowe i jedynie niewielka ilo$¢ receptoréow
glukokortykoidowych. Tak dzieje si¢, gdy zwierzeta
zostang poddane dziataniu tagodnego stresora. Na-
tomiast silny stresor lub stres chroniczny powoduje
aktywacje receptorow GR, co skutkuje ostabieniem
LTP [12]. Ponadto, Gessing i wsp. w badaniach
przeprowadzonych na szczurach poddanych stre-
sowi wymuszonego ptywania wykazali, iz taki ro-
dzaj stresu powodowal zwiekszenie ilosci recepto-
réw MR w hipokampie [13]. Tak wiec zwiekszona
ilos¢ receptoréw mineralokortykoidowych w ko-
morkach moze powodowaé przesuniecie balansu
pomiedzy iloscia aktywowanych receptoréw MR
i GR w odpowiedzi stresowej. Konsekwencja tych
zmian moze by¢ utatwiona indukcja LTP.

Przypuszczalnie, wywolana stresem zmiana sto-
sunku ilo$ci receptoréw mineralokortykoidowych
do glukokortykoidowych w komérkach hipokam-
pa nie jest jedynym mechanizmem powodujacym
zredukowanie negatywnych efektéw stresu. W tym
procesie moga uczestniczy¢ inne receptory lub
uktady neuroprzekaznikéw. Badania przeprowa-

dzone na szczurach poddanych stresowi wymu-
szonego plywania pokazujg, iz ten rodzaj stresu
prowadzi do nasilenia transmisji serotoninergicz-
nej w hipokampie [14]. Ponadto serotonina zwigk-
sza ilo§¢ mRNA dla receptoréw GR i MR w ko-
morkach hipokampa, co wykazano w badaniach
przeprowadzonych na hodowlach komoérkowych
[15]. Wydaje sie wiec, ze modulacja plastycznosci
synaptycznej, wywolana stresem, jest uzalezniona
od licznych czynnikéw, ktére wymagaja dalszych
badan.
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Rycina 1. Wplyw stresu unieruchomienia na PPF w za-
krecie zgbatym. A. przyktadowe fEPSP rejestrowane
po zastosowaniu protokotu pulséw sparowanych. Za-
stosowany stres nie wplywa na PPF ani w skrawkach
myszy stresowanych jednokrotnie (B) ani wielokrot-
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stycznie (p>0, 05; ANOVA). K - kontrola; S-D - stres-
dekapitacja; 1d, 3d, 7d, 14d, 21d - liczba dni, w trakcie
ktérych zwierzeta byly poddawane stresowi.
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B)

10 ms

Rycina 2. A. Przyklad rejestracji LTP w skrawku uzy-
skanym z myszy kontrolnej, B. fEPSP zarejestrowane
przed (a) i w 2 godziny po zastosowaniu HFS (b).
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Rycina 3. Wplyw stresu unieruchomienia na LTP
w zakrecie zebatym. A. Nasilenie LTP po zastoso-
waniu unieruchomienia w grupie zwierzat streso-
wanych jednokrotnie tuz przed dekapitacja (grupa
stres-dekapitacja, S-D). B. Zmiany wywolane jed-
nokrotnym i wielokrotnym stresem unierucho-
mienia. Wyniki przedstawiono jako $rednig +SEM,
* p<0, 05; ANOVA. Symbole - jak na Rycinie 1.
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Modele niejednorodnych procesow punktowych
a kodowanie informacji w ukladzie wzrokowym

Models of inhomogeneous point processing and information
coding in the visual system

Gabriela Mochol, Daniel Krzysztof Wojcik, Marek Wypych, Andrzej Wrobel, Wioletta Joanna Waleszczyk
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa

Streszczenie

Powierzchniowe warstwy wzgérkéow czwo-
raczych goérnych kota posiadaja gtéwne wejscia
z dwdch typoéw komdrek zwojowych siatkowki -
Y i W. Naszym celem byto zbadanie, czy odmienne
zrodta informacji wzrokowej przektadaja si¢ na roz-
nice w zmiennosci odpowiedzi komoérek wzgdrka
gornego i jesli tak, czy oznacza to inne schematy ko-
dowania informacji wzrokowej. W tym celu porow-
nali$my dane do$wiadczalne z danymi odniesienia
pochodzacymi z dwdch modeli: niejednorodnego
procesu Poissona (IPP) oraz niejednorodnego pro-
cesu Markowa dla interwaléw (IMI). Dla danych
doswiadczalnych, przy wzroscie czestosci generacji
iglic podczas stymulacji wolno poruszajacym sie¢
bodzcem (przypuszczalne wejscie W) obserwowali-
$my wzrost zmienno$ci odpowiedzi. Z kolei w trak-
cie reakcji na szybki ruch bodzca (przypuszczalne
wejscie Y) widoczny byl wzrost precyzji odpowie-
dzi. Zaden z modeli nie oddawal w pehi tego typu
zaleznosci. Niezgodnos$¢ z modelem IPP pozwala
odrzuci¢ hipoteze kodowania informacji czestoscia
iglic. Niezgodnoé¢ z modelem IMI dla odpowie-
dzi na wolne predkosci pozwala przypuszczac, ze
istotng role w przetwarzaniu informacji odgrywaja
zfozone zaleznosci czasowe pomiedzy potencjatami
czynnosciowymi. W przypadku odpowiedzi na wy-
sokie predkosci model IMI dobrze opisuje aktyw-
no$¢ komorki. Zaobserwowane réznice w zmien-
nos$ci odpowiedzi pomiedzy komoérkami wzgérka
o odmiennej preferencji na predkos¢ bodzca suge-
ruja, ze informacja wzrokowa przekazywana kana-
tami WiY jest kodowana w odmienny sposéb.

Stowa kluczowe: wzgorki czworacze gorne, zmiennosé
odpowiedzi, wspotczynnik Fano, droga wzrokowa

Abstract

Superficial layers of the cat’s superior colliculus
receive their main inputs from two classes of retinal
ganglion cells, Y and W. Our aim was to answer the
following questions: if distinct sources of a visual
signal imply differences in response variabilities of
collicular neurons and if so, do they suggest different
schemes of visual information coding. To this end,
the experimental data were compared to surrogate
spike trains derived from two models, Inhomoge-
neous Poisson Process (IPP) and Inhomogeneous
Markov Interval Process (IMI). In the experimental
data, we observed an increase of variability during
stimulation by slow velocities (W input). On the oth-
er hand, during responses to high velocities (Y in-
put), augmentation of response reliability was visible.
No model could account for these dependencies. The
disagreement with the IPP model allows us to reject
the hypothesis of rate coding. The disagreement with
the IMI model for low velocities suggests that more
complex temporal dependencies play a role in the
processing of information for the W channel. The
IMI model could account well for the properties of
responses to fast stimuli. Observed differences in re-
sponse variabilities between collicular neurons with
different velocity preferences imply distinct scheme
coding in the cases of Y and W visual pathways.

Key Words: Superior Colliculus, response variability,
Fano factor, visual pathway

Wstep
Pierwsza hipotezg starajacg si¢ wyjasni¢ nature

kodu neuronalnego byla teoria kodowania czg¢sto-
tliwoscig iglic. Wedlug niej wszystkie informacje
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o parametrach bodzca zawarte s3 w intensywnosci
odpowiedzi neuronu mierzonej liczbg generowa-
nych w jednostce czasu potencjaléw czynnoscio-
wych [1]. Przy takim zaloZeniu dokladny czasowy
wzorzec pojawiania si¢ pojedynczych potencjalow
czynnosciowych nie odgrywa istotnej roli w prze-
kazywaniu informacji. Alternatywng do kodowania
czestotliwoscig stala sie koncepcja kodowania czaso-
wego. Zgodnie z nig czasy generacji kolejnych iglic
lub odstepy pomiedzy nimi niosg ze soba istotne
informacje o cechach bodzca, szczegdlnie, jesli ma
on zlozony charakter [2]. Kluczowym czynnikiem
pozwalajacym rozstrzygnac, z jakim rodzajem kodu
mamy do czynienia, jest czasowa precyzja genera-
cji kolejnych potencjaléw czynnosciowych. Reakcja
komoérek nerwowych na wielokrotne powtérzenia
identycznego bodzca jest z reguly zmienna. Aby
opisa¢ zmienno$¢ odpowiedzi, ciagi potencjatow
czynnosciowych czesto opisuje si¢ w jezyku proce-
séw punktowych poprzez wyznaczenie prawdopo-
dobienstwa wygenerowania iglicy w danym czasie.
W najprostszym modelu, zwanym niejednorod-
nym procesem Poissona (Inhomogeneous Poisson
Process, IPP) [3, 4], zaklada si¢, ze prawdopodobien-
stwo wygenerowania potencjalu czynnosciowego
w danej chwili zalezy tylko od bodzca i jest nieza-
lezne od czaséw generacji poprzednich iglic. Tym
samym odrzuca si¢ jakiekolwiek zaleznosci czasowe
wewnatrz ciggu iglic. W tak przyjetym opisie zmien-
nos$¢ z powtoérzenia na powtorzenie, wyrazona jako
stosunek wariancji liczby iglic do jej sredniej liczo-
nych w danym interwale czasu, jest stale réwna jed-
nosci niezaleznie od poziomu odpowiedzi czy wy-
branego odcinka czasu. Model IPP daje najprostszy
opis rzeczywistych odpowiedzi neuronalnych, na-
tomiast nie uwzglednia na przyktad takich zjawisk
jak okres refrakcji. Jest jednak punktem wyjscia dla
innych modeli, w ktorych bierze sie pod uwage roz-
ne aspekty aktywnosci neurondéw. Jednym z nich
jest niejednorodny proces Markowa dla interwaléw
(Inhomogeneous Markov Interval model, IMI) [5].
W modelu tym prawdopodobienstwo generacji po-
tencjalu czynnosciowego zalezy od czasu po bodzcu
i czasu, ktéry minal od poprzedniej iglicy. W naj-
prostszej wersji, uzywanej przez nas, prawdopodo-
bienstwo to dane jest iloczynem dwoch czynnikéw.
Pierwszy z nich opisuje zalezng od czasu modulacje
aktywnosci neuronu wywolang bodzcem. Drugi za-
lezy od czasu od ostatniej iglicy i odzwierciedla wla-
snosci blonowe badanej komoérki, w tym okres re-
frakcji. Oba wyzej opisane modele postuzyly nam do
proby zcharakteryzowania zmienno$ci odpowiedzi
neuronow wzgdrkéw czworaczych gornych kota.
Wzgoérek czworaczy gérny ssakow to gtéwne ja-
dro $rédmoézgowia biorace udzial w zachowaniach

kierowanych wzrokiem - ruchach glowy i gatek
ocznych w kierunku obiektéw zainteresowania.
Neurony goérnych warstw otrzymuja bezposrednie
wejscie tylko z dwoch typow komoérek zwojowych
siatkéwki Y i W. Pewna liczba neuronéw otrzymuje
konwergentna informacje z obydwu kanaléw [6].
Przedmiotem naszych analiz byta préba odpowie-
dzi na pytanie, czy z uwagi na odmienne wejscie
z dwoch réznych kanatéw przetwarzania informacji
wzrokowej istniejg réznice w zmiennos$ci odpowie-
dzi komorek wzgdrka czworaczego gérnego suge-
rujace rozne schematy kodowania informacji.

Materialy i metody

Wszystkie procedury doswiadczalne byly za-
twierdzone przez I Lokalng Komisje Etyczng d/s
Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie.

Rejestracja i stymulacja wzrokowa

Eksperymenty byly przeprowadzone na dorostych
kotach, bedacych pod wplywem narkozy wziewnej
(izofluran, 33% O,/66% N,O). Szczegdtowy opis pro-
wadzonych podobnych doswiadczen: operacji chirur-
gicznej, rejestracji sygnatéw elektrofizjologicznych
oraz stymulacji wzrokowej znajduje si¢ we wczesniej-
szej publikacji [7]. W skrdcie, zewnatrzkomdrkowe
rejestracje pojedynczych neuronéw z gérnych warstw
wzgorkéw czworaczych gérnych byly przeprowadzane
przy uzyciu mikroelektrod wolframowych. Komoérki
byly stymulowane pateczka swietlng (2°x1°) porusza-
jaca sie w jednej z osi pola recepcyjnego w obie strony
z r6zna predkoscia od 2°/s do 1000°/s. Przy zmianie
kierunku bodziec przez 1 s znajdowat si¢ poza polem
recepcyjnym. Liczba powtérzen bodzca wahata sie od
10 do 100 i zalezala od predkosci. Generacja bodzca
wzrokowego i rejestracja sygnalu odbywata sie z wy-
korzystaniem programu Spike2 oraz przetwornika
analogowo-cyfrowego Power 1401 Plus (Cambridge
Electronic Design, UK).

Analiza danych

Wszystkie analizy matematyczne byly wykona-
ne przy uzyciu programu Matlab (The MathWorks
Inc.). Dla kazdej komorki i kazdej predkosci z osob-
na, poprzez zsumowanie liczby iglic po wszystkich
powtorzeniach w odpowiednich interwatach cza-
sowych, skonstruowalismy histogram po bodzcu
(PSTH). Za czasowa podstawe histogramu przyjeli-
$my okres poruszania si¢ bodzca w obydwu kierun-
kach Iacznie z czasem, kiedy znajdowal si¢ on poza
polem recepcyjnym. O$ czasu zostala podzielona
na 200 przedzialéw niezaleznie od predkosci. Hi-
stogramy zostaly wygtadzone filtrem gaussowskim
o szerokosci szesciu przedzialdw. Ponizej bedziemy
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sie odnosi¢ do tak wygladzonych histogramoéw jako
do funkgji czestosci wyladowan r ().

Wspélczynnik Fano

Za miare zmiennos$ci odpowiedzi z powtorzenia
na powtorzenie przyjelismy wspdlczynnik Fano
[8, 9, 10, 11]. Jest on zdefiniowany jako wariancja
liczby potencjaléw czynnosciowych podzielona
przez ich srednig liczbe: F (At)=0? (n)/u (n), gdzie
n jest liczbg iglic w danym przedziale czasu At. Ze
wzgledu na niestacjonarnos¢ danych doswiadczal-
nych wspoétczynnik Fano byt liczony w krotkich
przedzialach czasu [11]. W ten sposdb otrzymali-
$my funkcje zmienno$ci w czasie F (). W sytuacji,
gdy w danym odcinku czasu $rednia liczba iglic
réwna byta zero, w sposéb arbitralny przypisalismy
wspotczynnik Fano réwny jednosci jako odniesienie
do niejednorodnego procesu Poissona. Otrzymany
wspolczynnik Fano w funkcji czasu F (t) wygladzi-
lismy doktadnie w ten sam sposéb jak PSTH.

Dane modelowe

Aby rozstrzygnaé, czy w przypadku naszych
danych eksperymentalnych informacja o bodzcu
wzrokowym zakodowana jest tylko i wylacznie po-
przez czesto$¢ wytadowan, czy tez mamy do czynie-
nia z bardziej precyzyjnym systemem kodowania
uwzgledniajacym zaleznos$ci czasowe pomiedzy igli-
cami, zdecydowalismy si¢ poréwnac wyniki doswiad-
czalne z wynikami analizy danych modelowych. Do
generacji danych odniesienia uzyliSmy dwoch pro-
ceséw stochastycznych: IPP [3] oraz IMI [5]. Do
generacji sztucznego zbioru danych z modelu IPP
uzylismy wygltadzonej funkeji czestosci wyladowan
r (t). W tak przyjetym paradygmacie prawdopodo-
biefistwo pojawienia si¢ potencjalu czynnosciowego
w czasie t rOwne jest iloczynowi r (t)-At gdzie jako At
przyjelismy 1 ms. W drugim z modeli (IMI) praw-
dopodobienstwo wygenerowania potencjatu czyn-
nosciowego zalezy od dwdch Zmiennych biezacego
czasu t i czasu od ostatniej iglicy 7 i réwne jest A,
(t)- A, (7). Funkgja A, (1) jest proporcjonalna do r (t)
natomiast A, (1)to krzywa powstala poprzez niepara-
metryczne dopasowanie do histogramu interwatéw
pomiedzy iglicami wygenerowanymi w okresie ak-
tywnosci spontanicznej. Dane odniesienia genero-
wane byly metoda przerzedzania (thinning method
[3]). Kazdy z wygenerowanych zbioréw danych miat
takg samg strukture jak odpowiadajgce mu dane do-
swiadczalne (liczba powtorzen, dziedzina czasu).

Wyniki

Do analiz wybralismy 36 komorek, co do kto-
rych mielismy pewnos¢, ze ich iglice s dokladnie

wyselekcjonowane. Na podstawie profilu preferen-
cji predkosci dziewie¢ z nich zostalo zaklasyfiko-
wanych jako komorki odpowiadajace tylko na wol-
ne predkosci (2-50°/s) i z uwagi na to otrzymujace
prawdopodobnie wejscie tylko z kanalu W. Kolej-
nych dziewig¢ komoérek odpowiadalo tylko na szyb-
kie predkosci (100-1000°/s), a zatem otrzymywalo
najprawdopodobniej wejscie z komorek zwojowych
siatkowki typu Y. Reszta komorek odpowiadata
w szerokim pasmie predkosci i stanowita hetero-
genna grupe neuronéw otrzymujacych sygnat z obu
kanatéw wzrokowych. Komoérek pobudzanych przez
bodziec poruszajacy si¢ zar6wno z malg, jak i wysoka
predkoscig bylo trzynascie, natomiast pie¢ komorek
byto pobudzanych przez wolne predkosci bodzcow,
a szybki ruch bodzca powodowal wygaszenie ich ak-
tywnosci. Dla kazdej komorki i dla kazdej predkosci,
ktora wywotywala odpowiedz wzrokows, wyznaczy-
lismy funkcje czgstosci wytadowan r (t) i wspolczyn-
nik Fano F (t). Dokladnie taki sam schemat analizy
zastosowalismy do danych otrzymanych z modeli
IPP oraz IMI. W przypadku danych doswiadczal-
nych obserwowalismy odmienne zachowanie funkcji
zmiennosci F (1) w odpowiedzi na wolny ruch w po-
réwnaniu z odpowiedziami na szybko poruszajacy
sie bodziec. Wraz ze wzrostem aktywnosci wywo-
tanej niska predkoscig bodzca wzrastala zmiennos¢
odpowiedzi (Rycina 1, na dole po lewej). Natomiast
w pasmie wysokich predkosci zmiany przebiegu F (t)
byly w przeciwfazie ze zmianami aktywnosci neuro-
néw (zarébwno w przypadku wzrostu, jak i spadku
odpowiedzi) (Rycina 1, na dole po prawej). Obser-
wowane zmiany nie byly zgodne z predykcja mode-
lu IPP - w okresie odpowiedzi wspétczynnik Fano
byt istotnie rézny od jednosci. W przypadku danych
z modelu IPP F () nieznaczne fluktuowatl wokot je-
dynki zaréwno w trakcie odpowiedzi, jak i w czasie
czynno$ci spontanicznej, przy jednocze$nie wier-
nym odtworzeniu funkcji czestosci wytadowan r ()
(Rycina 2, dolny panel). Dane odniesienia generowa-
ne modelem IMI wierniej odtwarzaly dane doswiad-
czalne. Podobnie jak w przypadku modelu IPP funk-
cjar (t) byla dobrze przyblizona. Zmiennos¢ w okre-
sie aktywnosci spontanicznej byta poréwnywalna ze
zmiennoscia rzeczywistych sygnatéw. Udato nam sie
odtworzy¢ spadek zmiennosci w przypadku szyb-
kich ruchéw bodzca (Rycina 3, na dole po prawe;j).
Niemniej jednak, dane z modelu IMI nie odtwarzaly
wzrostu zmiennosci w odpowiedzi na wolne predko-
$ci (Rycina 3, na dole po lewej).

Dyskusja

Zaobserwowane roznice w zmiennosci odpowie-
dzipomiedzy komoérkamiodpowiadajacyminawolne
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i szybkie predkosci bodzca pozwalaja przypuszczaé,
ze informacja wzrokowa przekazywana dwoma od-
rebnymi kanatami WiY jest kodowana w odmienny
sposob. Niezgodnos$¢ doswiadczenia z modelem IPP
pozwala z duzym prawdopodobienstwem odrzucié
hipoteze kodowania informacji o szybkim i wolnym
ruchu wylgcznie czestoscig iglic [3, 12]. Zgodnos¢
modelu IMI dla komérek odpowiadajacych na wy-
sokie predkosci sugeruje, ze okres refrakcji petni
w tym przypadku kluczowg funkcje w precyzji od-
powiedzi [8, 11]. Niezgodnos$¢ z modelem IMI dla
komorek otrzymujacych wejscie z kanalu W po-
zwala przypuszczad, ze bardziej zlozone zaleznosci
czasowe pomiedzy potencjalami czynnosciowymi,
a nie tylko czas od ostatniej iglicy, odgrywaja istot-
na role w przekazywaniu informacji z siatkéwki na
wyzsze pietra ukltadu wzrokowego [12]. Z literatu-
ry wiadomo, ze wptyw na obserwowang zmienno$¢
odpowiedzi ma rodzaj prezentowanego bodzca.
Bodzce dynamiczne, o bogatej strukturze czasowo-
przestrzennej wywoluja precyzyjniejsze odpowiedzi
niz bodzce stacjonarne [10, 13]. Takze intensywno$¢
bodzca odgrywa istotng role w zmiennosci odpo-
wiedzi. Dane literaturowe pokazuja, ze przy rosng-
cym kontrascie odpowiedzi stajg si¢ mniej zmienne
[8, 9]. Komorki nalezgce do kanatu Y w siatkdwcee
i ciele kolankowatym bocznym odpowiadajg in-
tensywnie juz przy matym kontrascie, podczas gdy
komorki kanalu W, ktore cechuje staba reakcja na
bodziec w calym zakresie kontrastu, reaguja lepiej
wraz z jego wzrostem [14]. Jest prawdopodobnym,
ze roznice w zalezno$ciach czasowych zmiennosci
odpowiedzi komorki obu kanalow odzwierciedlaja
odmienng czulos$¢ na kontrast.

Podzieckowania

Badania byly mozliwe dzigki finansowaniu
z grantow: N40114631/3239 oraz COST/127/2007.

Rycina 1. Dane doswiadczalne dla komorki odpowia-
dajacej na wolne predkosci (lewa kolumna) i komorki
pobudzanej przez szybki ruch bodzca (prawa kolum-
na). Gorny panel przedstawia odpowiedzi neuronéw
napojedyncze powtdrzenia bodzca. Liczba powtorzen
jest rozna w przypadku wolnego i szybkiego bodzca.
Kropka oznacza czas pojawienia si¢ pojedynczej igli-
cy. Dolny panel: W postaci histogramu przedstawio-
no funkcje czestosci generacji iglic  (¢), jej wartos¢
zaznaczono na lewej osi. Czarna krzywa przedstawia
wspotczynnik Fano w funkgji czasu F (1), jego war-
tosci podano na prawej osi. W przypadku komorki
preferujacej wolny bodziec widzimy wzrost zmien-
nosci w trakcie trwania odpowiedzi. Efekt przeciwny
widoczny jest dla komérki pobudzonej przez wysoka
predkos¢ - zmiennos¢ spada w trakcie odpowiedzi.
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Rycina 2. Dane z modelu IPP dla komdrki odpo-
wiadajacej na wolne predkosci (lewa kolumna) i ko-
morki pobudzanej przez szybki ruch bodzca (prawa
kolumna). Dla obu komérek funkcja F (¢) fluktuuje
wokot jednosci i nie odzwierciedla zaleznosci ob-
serwowanych dla danych doswiadczalnych. Opis
szczegolowy taki jak pod Rycing 1.
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Rycina 3. Dane z modelu IMI dla komérki odpo-
wiadajacej na wolne predkosci (lewa kolumna)
i komorki pobudzanej przez szybki ruch bodzca
(prawa kolumna). Dane odniesienia nie sg zgodne
z danymi do$wiadczalnymi dla odpowiedzi na wol-
ny ruch natomiast w przypadku wysokich predko-
$ci widzimy zblizony do doswiadczalnego spadek
zmiennosci odpowiedzi. Opis szczegdtowy taki jak
pod Rycing 1.
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W poszukiwaniu mechanizmow preferencji kierunku
ruchu bodzca przez neurony wzrokowe gornych warstw
wzgorkow gornych

In search of mechanisms of directional preference for stimulus motion
in visual neurons in superficial layers of the superior colliculus

Marek Wypych, Gabriela Mochol, Anaida Ghazaryan, Andrzej Wrobel, Wioletta ]J. Waleszczyk
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, Warszawa

Streszczenie

Wzgérek czworaczy gorny (ang. superior colli-
culus, SC) to ewolucyjnie stare jadro srodmédzgo-
wia otrzymujace informacje réznej modalnosci
i pelnigce kluczowg funkcje m.in. w generowaniu
reakcji ruchowych, takich jak szybkie ruchy oczu,

uszu lub glowy w kierunku bodzca. Dla prawidlo-
wego generowania reakcji wzrokowo-ruchowych
SC musi dysponowac¢ efektywnymi mechanizmami
przetwarzania informacji o zmianach w polu widze-
nia. Jednym z podstawowych zjawisk waznych dla
zrozumienia percepcji ruchu w ukladzie wzro-
kowym jest preferencja kierunku ruchu bodzca,
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ktérej mechanizmy w SC nie sg poznane. Badajac
czasowo-przestrzenne pola recepcyjne neurondéw,
starali$my si¢ sprawdzi¢ czy mechanizmy powsta-
wania preferencji kierunku w SC kota moga by¢
podobne do ktéregos z dwdch klasycznych mode-
li wyjasniajacych to zjawisko w siatkéwce i korze
wzrokowej. Otrzymane przez nas wyniki sugeruja
istotng role komoérek GABAergicznych w przetwa-
rzaniu informacji wzrokowej w SC, jednakze stoja
w sprzecznosci z klasycznymi modelami preferen-
cji kierunku ruchu.

Stowa kluczowe: wzgorek goérny, preferencja kierun-
ku ruchu, kot, uktad GABAergiczny, widzenie

Abstract

The superior colliculus (SC) is an evolutionary
old midbrain nucleus which receives polymodal
inputs and plays a crucial role in generating orienta-
tion behavior like saccades towards a stimulus, etc.
For adequate generation of visuo-motor reflexes,
the SC needs to use effective mechanisms of proces-
sing information about changes in the visual field.
One of the fundamental phenomena important for
our understanding of motion perception in visual
systems is the preference for direction of stimulus
motion. Mechanisms underlying directional selec-
tivity in the SC are unknown. Testing spatio-tem-
poral receptive field structure, we wanted to check
if the mechanisms of directional preference in the
SC of the cat could be similar to either of the two
classical models explaining this phenomenon in
retinal and cortical cells. Obtained results suggest
an important role for GABAergic neurons in the
processing of visual information in the SC. Howe-
ver, these results are opposite to classical models of
directional preference.

Key Words: superior colliculus, directional preferen-
ce, cat, GABAergic system, vision

Wstep

Wzgérek czworaczy gorny (ang. superior colli-
culus, SC) to jadro srodmadzgowia petnigce kluczo-
wa role m.in. w generowaniu reakcji ruchowych
takich jak szybkie ruchy oczu, uszu lub glowy
w kierunku bodzca. Jadro to zaopatrywane jest
zaréwno w informacje modalno$ci wzrokowej (do
warstw powierzchniowych), stuchowej (do warstw
glebokich), jak i czuciowej (warstwy glebokie
i srodkowe) [przeglad w: 1]. Strumien informacji
wzrokowej z SC przekazywany jest do wzgdrza,
do kompleksu jadra tylno-bocznego i poduszki,

a stamtad do szeregu wzrokowych pél korowych
wyzszego rzedu [przeglad w: 1]. Ponadto impul-
sy z glebokich warstw tej ewolucyjnie starej czesci
mozgu, trafiaja do przedruchowych struktur pnia
mozgu, a stamtad m.in. do motoneurondw wyzwa-
lajacych ruchy oczu i glowy [przeglad w: 2]. Dla
prawidlowego generowania reakcji wzrokowo-ru-
chowych wzgérek gérny musi dysponowac efek-
tywnymi mechanizmami wychwytywania zmian
w polu widzenia - takze podczas ruchu wlasnego.
Jednym z fundamentalnych zagadnien istotnych
dla zrozumienia percepcji ruchu w ukladzie wzro-
kowym jest kwestia preferencji kierunku ruchu
bodzca. Zjawisko odpowiedzi neuronu na ruch
w wybranym kierunku obserwowane jest w wigk-
szosci struktur wzrokowych, a w SC kota dotyczy
ono wigkszosci komorek [np. 3]. Informacja wzro-
kowa dochodzi do powierzchniowych warstw SC
zarowno bezposrednio z siatkowki [przeglad w: 4]
jak i z wielu wzrokowych pdl korowych [5]. Wiele
badan sugeruje jednak, Ze mechanizm powstawa-
nia preferencji kierunku ruchu zlokalizowany jest
w samym SC [6, 7].

W neurofizjologii znane s3 dwa podstawowe
modele percepcji kierunku ruchu bodzca - za-
kladaja one asymetriec w czasowo-przestrzennej
strukturze pdl recepcyjnych neuronéw. Model
percepcji ruchu bodica zaproponowany przez
Reichardta [8] dla siatkéwki muszki zaklada gra-
dient latencji pobudzenia w polu recepcyjnym
neuronu czulego na okreslony kierunek ruchu
bodzca. Czasowo-przestrzenne sumowanie pobu-
dzenia w neuronie powoduje, ze preferowany jest
kierunek, w ktérym bodziec porusza si¢ od ob-
szaru pola recepcyjnego o dluzszej latencji odpo-
wiedzi do obszaru o krétszej latencji odpowiedzi
— dzigki temu pobudzenia z réznych czesci pola
recepcyjnego docierajag do neuronu w tym samym
czasie (Rycina 1A). Model zaproponowany przez
Barlowa i Levicka [9] dla komoérek zwojowych
siatkowki krolika zaklada istnienie hamowania,
ktére nie pokrywa sie przestrzennie z pobudze-
niem. Ruch bodzca rozpoczynajacy sie z obszaru,
w ktérym wystepuje pobudzenie, jest kierunkiem
preferowanym, natomiast ruch bodzca w kierun-
ku przeciwnym powoduje w pierwszej kolejnosci
hamowanie, ktére nie dopuszcza do przekrocze-
nia progu pobudzenia koniecznego dla generacji
potencjaléow czynnosciowych (Rycina 1B).

Aby zatem sprawdzi¢, ktéry z modeli mogiby
wyjasni¢ powstawanie preferencji kierunku ruchu
bodzca w SC, postanowilismy zbada¢ strukture
czasowo-przestrzennych pol recepcyjnych (ang.
spatio-temporal receptive fields, STRF) komodrek SC
wykazujacych takg preferencje.
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Materialy i metody

Doswiadczenia przeprowadzano na u$pionych,
dorostych kotach obu plci. Procedury zastosowane
w trakcie doswiadczen [dokladny opis w: 10] zosta-
ly zatwierdzone przez I Lokalng Komisj¢ Etyczna d/s
Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie.

W czasie doswiadczen rejestrowano aktywnos¢ po-
jedynczych neurondéw z gérnych warstw SC w odpo-
wiedzi na bodzce wzrokowe prezentowane za pomo-
cg sterowanego komputerowo projektora. Uzywanym
przez nas bodzcem byla prostokatna plamka swietlna
(0, 5° x 1° Jub 1°x 2°) prezentowana na sferycznym
ekranie znajdujacym si¢ w odlegtosci ok. 75 cm od
oczu kota. Prezentowali$my zaréwno bodzce rucho-
me, jak i stacjonarne. W przypadku ruchu, bodziec
poruszal si¢ po preferowanej (najczgsciej poziome;j)
osi pola recepcyjnego w obu kierunkach z predkoscia-
mi od 2 do 1000 °/s. Czasowo-przestrzenng strukture
pol recepcyjnych neurondw rejestrowano prezentujac
(wlaczajac na 0,5-1 s i wylaczajac na 0,5-1 s) bodzce
stacjonarne w réznych miejscach gtéwnej osi pola re-
cepcyjnego w pseudolosowym porzadku (Rycina 2).
Aktywnos¢ neuronéw rejestrowana byta przy pomocy
konwertera analogowo-cyfrowego (CED 1401 plus)
i programu Spike 2. Rejestracje zapisywane byty w pa-
migci komputera i analizowane szczegélowo off-line
z pomocg programu Spike 2 oraz srodowiska Matlab.

Wyniki

W celu zbadania relacji miedzy czuloécia neu-
ronu na kierunek ruchu bodzca a strukturg STRF
rejestrowano odpowiedzi neuronéw na bodzce
poruszajace si¢ wzdtuz osi pola recepcyjnego oraz
czas opdznienia odpowiedzi na bodzce stacjonarne
w poszczegélnych punktach na tej osi. Z dotychczas
przeanalizowanych profili STRF i odpowiedzi na
ruch dla 35 neuronéw z gérnych warstw SC wyto-
nily sie¢ dwie charakterystyki:

1 - gradient latencji odpowiedzi neuronu na bo-
dziec pojawiajacy sie¢ (i znikajacy) w réznych miej-
scach pola recepcyjnego. Przy czym kroétsze latencje
wystepowaly w czesci pola recepcyjnego polozone;
blizej area centralis (ac - cz¢$¢ siatkowki o najwiek-
szej gestosci komorek zwojowych), a dluzsze w cze-
$ci pola potozonej dalej od ac (Rycina 3A). Taka
charakterystyke czasowo-przestrzenng zaobserwo-
wano dla okofo 65% neuronéw;

2 - zmniejszenie aktywnosci iglicowej komorki po-
nizej ,czynnosci spontanicznej” w odpowiedzi na
pojawienie sie (znikniecie) bodzca w czesci pola re-
cepcyjnego blizszej ac, i zwiekszenie w czesci pola
potozonej dalej od ac (Rycina 3B). Ten wzorzec do-
tyczyl okolo 25% neuronoéw.

Niezaleznie od charakteru STRE rejestrowane
neurony wykazywaly preferencje kierunku ruchu
od area centralis na zewnatrz.

Dyskusja

Rozpoznawanie kierunku ruchu obiektéw
w polu widzenia jest jednym z zasadniczych pro-
cesOw w percepcji wzrokowej. Poznanie mechani-
zmo6w lezacych u podstaw tego procesu stanowi
fundamentalne zagadnienie i jest istotne dla zrozu-
mienia calego procesu widzenia. Mechanizm pre-
ferencji kierunku ruchu przez neurony siatkowki
i kory wzrokowej byt i jest badany przez wiele la-
boratoriéw na $wiecie [np.: 9, 11-14]. Uwaza sie,
ze preferencja kierunku ruchu w komoérkach zwo-
jowych siatkdwki wynika z asymetrii wej$¢ hamu-
jacych [9, 11], natomiast w komdrkach korowych
o prostych polach recepcyjnych (ang. simple),
z asymetrii latencji wejs¢ pobudzeniowych [15].
Wiele prac jednak [np. 12, 13] wskazuje, ze takze
w komorkach kory, w mechanizmach preferencji
kierunku ruchu istotng role odgrywa hamowanie.
Natomiast ciggle bardzo niewiele wiadomo na te-
mat mechanizméw rozrézniania kierunku ruchu
bodzca wzrokowego przez neurony wzgorkéw
czworaczych gérnych.

Nasze badania dostarczajg informacje o czaso-
wo-przestrzennej strukturze pol recepcyjnych neu-
ronéw SC. Obserwujemy wystepowanie podobnych
asymetrii w STRF do tych obserwowanych dla ko-
morek zwojowych w siatkéwce [11] lub komorek
typu simple w pierwszorzedowej korze wzrokowe;j
[15], jednakze zastosowanie klasycznych modeli [8,
9] do otrzymanych przez nas STRF nie wyjasnia ob-
serwowanej preferencji kierunku. Otrzymane przez
nas wyniki stoja w sprzecznosci z tymi modelami su-
gerujac, ze preferencja kierunku ruchu bodzca przez
neurony SC opiera si¢ na mechanizmach innych niz
w komorkach zwojowych siatkéwki czy komadrkach
typu simple pierwszorzedowej kory wzrokowe;j.

U cze$ci neurondw wzgoérkow czworaczych
gornych w obszarze pola recepcyjnego potozo-
nym blizej area centralis aktywno$¢ byta ttumiona
przez bodziec wzrokowy, co sugeruje role oddzia-
tywan hamujacych w mechanizmach preferencji
kierunku ruchu przez te neurony. Jedng z hipo-
tez wyjasniajacg preferencje kierunku ruchu od
cze$ci hamujacej do czesci pobudzeniowej pola
recepcyjnego, mogloby by¢ zjawisko ,odbicia”
(ang. rebound; odhamowania neuronu na skutek
wczesniejszej hiperpolaryzacji), ktérego udzial
sugerowany jest np. w poznej fazie odpowiedzi
komorek korowych na bodzce stacjonarne [16].
Udzial hamowania w mechanizmach przetwa-
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rzania informacji wzrokowej w SC sugeruje tak-
ze fakt, Zze neurony GABAergiczne tworzg bardzo
duza populacje we wzgdrku czworaczym gérnym
— ok. 40% ogolnej liczby komoérek [17]. Wiadomo
tez o istnieniu projekcji GABAergicznych z obsza-
ru przedczworaczego i brzusznej czesci ciata ko-
lankowatego bocznego [za: 1], jednakze rola tych
polaczen w przetwarzaniu informacji wzrokowej
nie jest jeszcze poznana. Bardzo nieliczne badania
in vivo [18], wskazaly na istotna role receptoréw
GABA, w ksztaltowaniu pola recepcyjnego w SC
oraz zalezno$¢ habituacji odpowiedzi od recepto-
réw GABA . Obwody neuronalne wzgérka gorne-
go zawierajace komorki GABAergiczne s3 przed-
miotem badan neuroanatomicznych oraz elektro-
fizjologicznych in vitro [19], w ktérych wykaza-
no m.in. rol¢ receptoréw GABA_ w hamowaniu
interneuronéw SC, a w efekcie w odhamowaniu
neuronéw nie GABAergicznych.

Dotychczas nie przeprowadzono badan in vivo
nad wplywem GABA na strukture STRF i prefe-
rencje kierunku ruchu bodzca przez neurony SC.
Przeprowadzenie takich badan wydaje si¢ istotne
dla pelniejszego poznania roli uktadu GABAergicz-
nego w przetwarzaniu informacji wzrokowej we
wzgdrku gérnym.

Podziekowania
Badania byly mozliwe dzigki finansowaniu

z grantow: KBN 3 P04C 082 22, MNiSW N303 046
31/1483,N40114631/3239 oraz COST/127/2007.

nosci neuronu, jesli wczesniej bodziec wywotal
hiperpolaryzacje blony komdrkowej, przechodzac
przez hamujacy czg$¢ pola. STRF pokazuje wyste-
powanie obszaréw pobudzeniowego i hamulcowe-
go oraz odpowiednig asymetrig¢ latencji.
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Rycina 1. Klasyczne modele preferencji kierunku
ruchu bodzca przez neuron. A. W modelu Re-
ichardta [8] preferencja kierunku powstaje w rezul-
tacie réznicy latencji wejs¢ pobudzeniowych z réz-
nych czesci pola recepcyjnego — w wyniku ruchu
bodzca w kierunku preferowanym pobudzenia
z roznych czesci pola recepcyjnego docieraja do
komorki w tym samym czasie, powodujac wieksza
odpowiedz. W STRF wida¢ stosowng asymetrie
pobudzenia. B. W modelu Barlowa i Levicka [9]
preferencja kierunku ruchu jest wynikiem hamo-
wania odpowiedzi na ruch w kierunku nie prefe-
rowanym - depolaryzacja zwigzana z przejsciem
bodzca przez pobudzeniowy cze$¢ pola recepcyj-
nego jest niewystarczajagca do wywolania aktyw-

Rycina 2. Metoda badania struktury czasowo-prze-
strzennych pol recepcyjnych (STREF). A. Rejestro-
wano aktywno$¢ neurondéw w czasie prezentacji
bodzca, jakim byla plamka $wietlna pojawiajaca
sie (i znikajgca) w przypadkowej kolejnosci w 25-
ciu miejscach na poziomej osi pola recepcyjnego.
B) Czasowo-przestrzenne pole recepcyjne to wy-
kres przedstawiajacy czasowy rozklad aktywnosci
neuronu w odpowiedzi na bodziec prezentowany
w roznych miejscach pola recepcyjnego. Aktywnos¢
przedstawiono w skali szarosci — jasniejszy obszar
reprezentuje wyzsza aktywno$¢ neuronéw (warto
zauwazy¢, ze na pojawienie si¢ bodzca w poblizu
area centralis komodrka reagowala zmniejszeniem
aktywnosci ponizej poziomu ,spontanicznego’).
Na kolejnych rysunkach przedstawiany bedzie tyl-
ko 200 ms fragment bedacy odpowiedzig na wyta-
czenie bodzca (zaznaczony ramka).
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Rycina 3. Struktura czasowo-przestrzennych pol re-
cepcyjnych (STRF) i histogramy odpowiedzi na ruch
w roznych kierunkach przykladowych neuronéw
z gornych warstw wzgdorkow gornych. A. STRF wyka-
zuje wyrazne roznice w latencjach dochodzacych po-
budzen. Preferowany kierunek stoi jednak w sprzecz-
nosci z modelem Reichardta (poréwnaj Ryc. 1A). B.
Na STRF wida¢ obszar pobudzeniowy i, na lewo od
niego, hamulcowy - jednak kierunek ruchu prefero-
wany przez neuron jest przeciwny do oczekiwanego na
podstawie modelu Barlowa i Levicka (por. Ryc. 1B).
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Sesja V

Dwa strumienie uwagowej aktywnosci beta
w petlach korowo-wzgdrzowych

Two streams of attentional beta activity in cortico-thalamic loops

Jan Kaminski

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Zaktad Neurofizjologii, Warszawa

Streszczenie

W zadaniu roéznicowania instrumentalnego
z odroczeniem, wymagajacym przestrzennej dys-
kryminacji bodzcow wzrokowych i stuchowych,
rejestrowano lokalne potencjaly polowe (LEPs,
local field potentials) z réznych okolic kory wzro-
kowej oraz kompleksu jadra tylno-bocznego i po-
duszki kota (LP-P). Analiza wynikéw wykazala,
ze podczas prob wzrokowych wzrastala aktyw-
nos$¢ w pasmie beta (12-25 Hz) w ogonowej czesci
strefy bocznej jadra tylno-bocznego (LPl-c) i we
wzrokowych obszarach kory: polach 17 i 18 oraz
srodkowej bruzdy suprasylwialnej (MSS). Podczas
prob stuchowych i tych préob wzrokowych, ktére
konczyly si¢ nieprawidlowg reakcjg zwierzecia,
aktywnos¢ beta nie zmieniala sie, co wskazuje, ze
jej wzrost w probach wzrokowych jest zwigzany
z mechanizmem uwagi wzrokowej. Analiza ko-
relacji fazowej wykazala dalej, ze dwa podpasma
beta aktywuja dwa oddzielne systemy w petlach
korowo-wzgérzowo-korowych.

Stowa kluczowe: uwaga wzrokowa, elektryczna
aktywnos¢ mozgu, lokalne potencjaly polowe, petla
korowo-wzgdrzowa, oscylacje beta, kot

Abstract

During a behavioral task based on delayed spa-
tial discrimination of visual or auditory stimuli,
local field potentials (LFPs) were recorded from
different visual cortical areas and subdivisions of
the cat’s lateral posterior-pulvinar complex of the
thalamus (LP-P). During visually attentive tasks,
we observed an increase of beta activity (12-25 Hz)
calculated from signals recorded in the caudal part
of the lateral zone of the LP-P (LPI-c), from corti-
cal areas 17 and 18, and from the complex located
at the middle suprasylvian sulcus (MSS). Such an
increase of beta activity was not observed during
an auditory attentive task nor during the visual
trials that ended with an erroneous response, thus
proving its relationship to mechanisms associated
with the visual attention. Phase-correlation analy-

sis revealed that two distinct cortico-thalamo-cor-
tical systems were synchronized by the beta activi-
ties of different frequencies.

Key Words: visual attention, brain electric activity,
local field potentials, corticothalamic system, beta
oscillations, cat

Wstep

Projekcja z warstwy 6 kory wzrokowej modu-
luje aktywnos$¢ ciala kolankowatego bocznego
(LGN), ktére przekazuje informacje¢ wzrokowa
z siatkowki do kory [1]. Jedng z proponowanych
funkgji takiej petli jest wzmocnienie wzrokowego
sygnalu aferentnego przechodzacego przez LGN
przez aktywnos$¢ korowo-wzgérzowa z warstwy 6.
Wzmocnienie to jest optymalne w pasmie czesto-
tliwosci beta (12-25 Hz) [2]. Aktywno$¢ w tym pa-
$mie koreluje ze stanem uwagi w ukladzie wzroko-
wym i dlatego moze stanowi¢ neuronalne podloze
uwagi [3, 4]. W skfad innej, mniej zbadanej petli
w uktadzie wzrokowym wchodzg neurony koro-
wo-wzgorzowe warstwy 5 kory wzrokowej i kom-
pleks drugorzedowych jader wzgoérza: jadra tyl-
no-bocznego i poduszki (LP-P), ktére przekazuja
informacje z warstwy 5 kory pierwszorzedowej do
asocjacyjnych pdl wzrokowych. Eksperymenty na
malpach pokazaly, ze LP-P jest zwiazane z uwaga
wzrokows, gdyz uszkodzenia tego obszaru zabu-
rzaja mechanizm uwagi w zadaniu rozrézniania
wzorcow wzrokowych [5]. Réwniez lezje LP-P
u ludzi powoduja zaburzenia uwagi wywotlanej
bodzcem [6].

Materialy i metody

Badanie zostalo przeprowadzone na dziesigciu
dorostych kotach, samcach o masie 3-3,5 kg. Zwie-
rzeta trenowane byly w zadaniu przestrzennego
roznicowania instrumentalnego z odroczeniem,
w ktorym miaty znalez¢ miejsce nagrody, kierujac
si¢ prostymi bodzcami warunkowymi o modal-
nosci wzrokowej lub stuchowej. Proby wzrokowe
i stuchowe zaczynaly si¢ bodzcem przygotowaw-
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czym, ktory informowat kota o modalnosci bodz-
ca warunkowego w danej probie. Proba wzrokowa
zaczynala sie krétkim blyskiem $wiatla. Po 8 do 14
sekundach od btysku przygotowawczego wyswie-
tlany byl bodziec docelowy w postaci plamki
$wietlnej o czasie trwania 1 s. Plamka wy$wietla-
na byla na jednych z dwéch przednich drzwiczek
skrzynki do$wiadczalnej, w ktorej znajdowat sie
kot i wskazywala te, za ktérymi umieszczona byla
nagroda w postaci kawatka migsa. W prébie stu-
chowej bodzcem przygotowawczym i docelowym
byl bialy szum. Bodziec docelowy odtwarzany byt
z lewej lub prawej strony klatki doswiadczalnej
wskazujac odpowiednie drzwiczki, za ktérymi kry-
ta si¢ nagroda. Elektrody rejestrujgce implantowa-
ne byly jednocze$nie w kilka struktur wzrokowych:
czg$¢ przednig (LPl-r) i tylng (LPl-c) strefy bocz-
nej jadra tylno-bocznego (lateral zone of the late-
ral posteriori-pulvinar complex; LPIl), w poduszke
wlasciwg (pulvinar, Pul), w pierwszorzedowg kore
wzrokowg (pola 17 i 18) i kore $rodkowej bruzdy
suprasylwialnej (ang. middle suprasylvian sulcus,
MSS) od strony przysrodkowej i boczne;j.

W analizie badano przebieg sygnalu od czasu
ekspozycji bodzca przygotowawczego do bodzca
docelowego. Dokladniejszy opis metody mozna
znalez¢ w publikacji [7].

Wyniki

Analiza widma fourierowskiego (FFT) lokal-
nych potencjaléow polowych (LFP) rejestrowanych
z kory wzrokowej (pola 17, 18 i MSS) wykazata
istotne zwigkszenie amplitudy pasma beta w cza-
sie prob wzrokowych. Wzrost aktywnosci kory
wzrokowej w zakresie czestotliwosci beta obser-
wowany byt jedynie w tych prébach wzrokowych,
po ktérych zwierze wykonalo prawidtowa reakcje
(wybralo drzwiczki wskazane bodzcem warunko-
wym). Nalezy podkresli¢, ze wzrost ten nie mogt
by¢ wywotany specyficznym bodzcem wzroko-
wym, poniewaz w analizowanym okresie oczeki-
wania na docelowy bodziec warunkowy kotom
nie prezentowano zadnego (ani wzrokowego ani
stuchowego) bodzca. Analiza sygnatu pochodza-
cego z kompleksu jadra tylno-bocznego i poduszki
(LP-P) wykazala, ze tylko w czesci ogonowej strefy
bocznej jadra tylno-bocznego (LPl-c) zarejestro-
wano wzrost aktywnos$ci beta w probach wzro-
kowych. Nie znaleziono istotnych réznic miedzy
probami wzrokowymi i stuchowymi w Zadnej re-
jestracji z cze$ci przedniej strefy bocznej jadra tyl-
no-bocznego (LPI-r) ani z jadra poduszki.

Dalsza analiza widma sygnatu z LPl-c wykaza-
ta, Ze miejsca rejestracji oddalone nie wiecej niz

0,8 mm od granicy z poduszka w grzbietowo-bocz-
nym (ang. dorsolateral, dl) rejonie LP1-c wykazywa-
ty wzrost aktywnos$ci w wysokim pasmie beta (16-
25 Hz) podczas zadania wzrokowego, natomiast
miejsca rejestracji oddalone wiecej niz 0,8 mm od
granicy z poduszka, w brzuszno-przysrodkowym
(ang. ventromedial, vim) LPl-c wykazywaly akty-
wacje w niskim pa$mie beta (12-19 Hz). Podobnie
udalo si¢ rozrézni¢ dwa podpasma beta w rejestra-
cjach korowych. Obszar przysrodkowy kory MSS
byt aktywowany w niskim pasmie beta (13-18 Hz),
natomiast obszar boczny w wysokim pasmie beta
(19-25 Hz). Pole 18 kory wzrokowej wykazywato
wzrost aktywnosci w wysokim pa$mie beta (18-
24 Hz). Natomiast pole 17 kory wzrokowej wyka-
zywalo aktywacje w calym zakresie pasma beta.

Aby sprawdzi¢ funkcjonalne polaczenia mig-
dzy danymi strukturami w ukladzie wzrokowym,
uzyto nowej metody nazwanej wzglednym cza-
sem wysokiej synchronizacji (ang. relative time of
high synchronicity, RTS). Pierwszy etap uzyskania
RTS zaczyna si¢ od obliczenia biegngcej korelacji
fazowej. Warto$¢ takiej korelacji fluktuuje w cza-
sie i moze osigga¢ wysokie wartosci nawet dla sy-
gnalow, dla ktérych $rednie korelacje fazowe maja
niska warto$¢. Przyjmuje sig, ze korelacja miedzy
sygnatami (fazowa lub zwykla) powyzej wartosci
0,75 moze by¢ wyznacznikiem funkcjonalnego
polaczenia miedzy danymi obszarami [14]. Dla-
tego, oddzielnie dla préb wzrokowych i stucho-
wych, mierzono czas, w ktérym korelacja fazowa
sygnaloéw przekroczyla 0,75. Nastepnie obliczano
sume wszystkich odcinkéw czasu, w ktérym ko-
relacja przekraczata warto$¢ 0,75 dla kazdej chwili
w prdobie — w ten sposéb otrzymano miare sku-
mulowanego czasu wysokiej synchronizacji (ang.
cumulative time of high synchronicity, CTS). Cal-
kowity czas synchronizacji, czyli zsumowany czas
korelacji powyzej 0,75 w calej probie, byt $rednio
10-20% diuzszy w probach wzrokowych niz w stu-
chowych. Wzgledny czas synchronizacji obliczano
wedlug wzoru CTS/czas. Po takim przeksztalce-
niu otrzymywano procent czasu, w ktérym war-
tos¢ korelacji fazowej przekroczyla 0,75. Rozbiez-
nos¢ pomiedzy wzglednym czasem synchronizacji
dla préb wzrokowych i stuchowych wystepowata
w pierwszych dwoch sekundach i nie zmieniata si¢
w pozostalym okresie proby. Wielkos¢ tej rozbiez-
nosci przyjeto jako miare réznicy miedzy czasami
wzglednej synchronizacji (Difference between rela-
tive Times of high Synchronicity, DTS) w prébach
wzrokowych i stuchowych. Nastepnie wartosci
DTS poréwnywano dla sygnatéow z par elektrod
umieszczonych we wszystkich badanych struktu-
rach uktadu wzrokowego.
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Rycina 1 przedstawia $rednie wartosci DTS ob-
liczone dla par sygnalow rejestrowanych z elektrod
w pierwszorzedowej korze wzrokowej oraz dwoch
réznych rejonach w LPl-c. DTS dla sygnatow fil-
trowanych w calym pasmie beta (12-25 Hz) dla
pol 17 i 18 kory wzrokowej i brzuszno-przysrod-
kowego (vm) rejonu LPI-c s3 istotnie wieksze od
zera. Oznacza to, ze podczas dwdch pierwszych se-
kund po rozpoczeciu proby czas korelacji fazowej
o warto$ci wigkszej niz 0,75 byt istotnie dluzszy
dla préb wzrokowych niz stuchowych. Taki wynik
wskazuje na to, ze obszar brzuszno-przysrodkowy
LPl-c lepiej synchronizuje swoja aktywnos¢ z kora
wzrokowa w prébach wymagajacych uwagi wzro-
kowej w poréwnaniu do préb, ktorych rozwigza-
nie wymagato uwagi stuchowej. Przeprowadzono
réwniez bardziej doktadng analize na parach sy-
gnaléw, ktére wykazywaly aktywno$¢ beta w tym
samym podpasmie (nisko- lub wysokoczestotli-
wosciowym). W tych przypadkach, przed prze-
prowadzaniem korelacji filtrowano sygnat odpo-
wiednio w niskim i wysokim pa$mie beta. Warto-
$ci DTS uzyskane z takiej analizy pokazuja, ze pole
17 kory wzrokowej synchronizuje swa aktywnos$¢
tylko z rejonem brzuszno-przysrodkowym LPl-c
(Rycina 1A), natomiast aktywnos¢ kory w polu 18
synchronizuje si¢ z aktywnoscig w rejonie grzbie-
towo-bocznym LPIl-c (Rycina 1D). Podobne obli-
czenia przeprowadzono dla polaczen funkcjonal-
nych miedzy przysrodkowym MSS a LPl-c i po-
lami 17 i 18 pierwszorzedowej kory wzrokowej
(Rycina 2). Okazalo sie, ze przysrodkowa czes¢
bruzdy MSS synchronizuje swa aktywno$¢ w ni-
skim pasmie beta zaréwno z brzuszno-przysrod-
kowym LPl-c (Rycina 2A), jak i z polem 17 kory
wzrokowej (Rycina 2C). Nie znaleziono istotnych
zaleznosci dla polaczen miedzy boczng czescia
bruzdy MSS a LPl-c.

Dyskusja

Zgodnie z poprzednimi badaniami nad uwa-
ga wzrokowa [3, 8] prezentowane wyniki po-
twierdzaja, Ze mechanizm neuronalny uwagi
wzrokowej opiera si¢ na zwigkszonej aktywnosci
w pasmie beta pojawiajace sie w petlach koro-
wo-wzgoérzowo-korowych uktadu wzrokowego,
na kolejnych etapach przetwarzania informacji
wzrokowej. Rezultaty te wpisuja si¢ w koncepcje
pasma beta jako no$nika uwagi wzrokowej [4].
Réwniez w badaniach na ludziach wykazano,
ze pasmo beta odgrywa istotng role w zjawisku
uwagi wzrokowej. Badania nad ,mrugnieciem
uwagi” (ang. attentional blink), prowadzone przy
uzyciu magnetoencefalografii (MEG) dowiodly,

ze podczas zadania angazujacego procesy uwagi,
potyliczne i ciemieniowe platy ludzkiego mdzgu
synchronizuja swa prace w pasmie beta [9]. Tak-
ze w badaniu dotyczacym pamiegci krotkotrwa-
tej, przy pomocy rejestracji ECoG (prowadzonej
podczas operacji na przytomnych pacjentach
z napadami epileptycznymi) wykazano aktywa-
cje kory w pasmie beta [10]. Wydaje sig, ze tak
mala liczba doniesien na temat udziatu aktywno-
$ci beta w zadaniach wymagajacych uwagi u lu-
dzi wigze sie z faktem, ze naskalpowe elektrody
EEG usredniaja sygnal z duzego obszaru kory
i jego amplituda znacznie zalezy od sumarycznej
aktywnosci pola, z ktérego nastepuje rejestracja.
Dlatego synchronizacja specyficznej mozaiki zto-
zonej ze stosunkowo matych ukladéw pobudzo-
nych kolumn kory moze nie by¢ widoczna w sy-
gnale EEG rejestrowanym u ludzi [4].

Wyniki badania wykazuja réwniez, ze kom-
pleks LP-P bierze udzial w procesie uwagi wzro-
kowej. Kompleks jadra tylno-bocznego i poduszki
(LP-P) dzigki swojemu specyficznemu potozeniu
w uktadzie wzrokowym [11] jest od pewnego cza-
su uwazany za wazny osrodek uwagi wzrokowej
[12]. Jego proponowang funkcjg jest udziat w se-
lekeji i przekazywaniu informacji miedzy kora
pierwszorzedowa a wyzszymi pietrami uktadu
wzrokowego.

Kluczem do zidentyfikowania obwodéw funk-
cjonalnych aktywowanych w ukfadzie wzroko-
wym przez mechanizm uwagi byl pomiar kore-
lacyjny funkcji mierzacej roznice we wzglednym
czasie wysokiej synchronizacji (DTS). Podsu-
mowanie wynikow tej analizy przedstawia Ryci-
na 3. Pole 17 kory, brzuszno-przysrodkowe LPl-c
i przysrodkowa czes$¢ srodkowej bruzdy supra-
sylwialnej synchronizuja swa aktywno$¢ w ni-
skim pasmie beta (12-19 Hz). Natomiast pole 18
i grzbietowo-boczne LPl-c synchronizuja swa
aktywnos$¢ w wysokim pasmie beta (17-25 Hz).
Nie udalo si¢ pokaza¢ funkcjonalnego potacze-
nia bocznej czesci MSS z pozostalymi elementa-
mi ukladu pracujacego w wysokim pasmie beta.
Jedna z przyczyn mogta by¢ mata liczba punktow
(n=3) rejestracyjnych w bocznym MSS, niewy-
starczajaca do przeprowadzenia odpowiedniej
analizy statystyczne;j.

Badania nad percepcja wzrokowg u ludzi wska-
zuja, Ze jest ona organizowana w dwodch proce-
sach zachodzacych w korze mézgu wzbudzonej
mechanizmem uwagi. Informacja allocentryczna
o obiekcie wzrokowym przetwarzana jest na dro-
dze od plata potylicznego do skroniowego (tzw.
strumien brzuszny), a egocentryczna, okreslajaca
mozliwo$¢ manipulacji tym obiektem — na drodze
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potyliczno-ciemieniowej (tzw. strumien grzbieto-
wy). Podobnie zorganizowane jest prawdopodob-
nie przetwarzanie informacji wzrokowej w moézgu
kota [1]. Nasze wyniki uzupelniajg ten schemat
o dwa istotne odkrycia. Po pierwsze wykazalismy,
ze mechanizm uwagi wzrokowej polega na wzbu-
dzeniu obu szlakow korowych sygnatem elektrycz-
nym o roznej czestotliwosci: niskim pasmie beta
w strumieniu brzusznym i wysokim pasmie beta
w strumieniu grzbietowym. Po drugie udowodni-
lismy, Ze sygnaly te nie rozchodzg si¢ jedynie bez-
posrednio, przez polaczenia korowo-korowe, ale
réwniez na drodze posredniej przez rézne czesci
jadra tylnego wzgorza [7, 13].

Podziekowania
Badanie zostalo sfinansowane z grantu
N40114631/3239 1 COST/127/2007.
Lpl-c z korg wzrokowg
(%] [%]
BIA - vm-pole 17 6B vm-pole18
4 dokok 4
2 J 21 p=069 p=0.05
0 0
n=8 n=6 n=0 -
2| p<0.001 p=0.01 -2 n=8 n=0 n=8

1225 12-19 1725 [Hz] 1225 12-19 1725 [Hz)

(%] (%]

BlC dl-pole 17 BlD di-pole 18
4 4
ok
2 2
*
0 . [ o—E-———— |
n=5 n=2 n=0 25 n=5 n=0 n=5
2| p<0.001 p=0.46 -2 p=0.06 p=0.03

1225 12-19 17256 [Hz 1225 12-19 1725 [Hz]

Rycina 1. Srednie warto$ci DTS obliczone dla par
sygnalow rejestrowanych z elektrod w pierwszorze-
dowej korze wzrokowej (pole 17 i 18) oraz dwoch
rejonach w LPl-c (vm: rejon brzuszno-przysrod-
kowy, dl: grzbietowo-boczny). Stupki reprezentu-
ja wzgledny czas wysokiej synchronizacji (>0,75)
podczas prob wzrokowych minus wzgledny czas
wysokiej synchronizacji podczas prob stuchowych
podzielony przez dwie sekundy (poniewaz warto$¢
DTS mierzona byla 2 sekundy po ekspozycji bodz-
ca przygotowawczego). Stupki czarne przedstawiaja
wartosci liczone dla wszystkich par elektrod w ca-
lym zakresie pasma beta; biale przedstawiajg dane
dla tych par elektrod, ktére charakteryzowaty sie
aktywnoscia w tym samym pasmie beta (niskim
lub wysokim). Do obliczenia statystycznej istotno-
$ci réznic uzyto dwuczynnikowej analizy wariancji
(modalno$¢*elektorda).

Przysrodkowe MSS z LPI-c
(%]

)
&

BIA med-vm ElB med-pole 17
4 TS 4
*
| Sl
0 0
n=2 n=2 n=0 n=1 n=1 n=0
21 p=0.007 p=0.02 -2 p=0.11 p=0.67
1225 12-19 1725 [Hz] 12-25 12-19 17-25 [HzZ]
Przysrodkowe MSS z korg wzrokowg
[%] [%]
glc med-di gD med-pole 18
4 *hk 1
ek
0 0 J
n=4 n=4 n=0 n=4 n=1 n=0
21 p=0.006 p<0.001 2| p<0.001 p=0.19

1225 1219 1725 [HZ] 12-25 1219 1725 [HZ]

Rycina 2. Poréwnanie $rednich wartosci DTS po-
miedzy rejestracjami z przysrodkowej (med) czesci
kory MSS a grzbietowo-bocznym (dl) i brzuszno-
przysrodkowym (vm) rejonami LPl-c (A, B) oraz
przysrodkowym MSS a polami 17 i 18 kory wzroko-
wej (C, D). Do obliczenia wynikéw uzyto dwuczyn-
nikowej analizy wariancji (modalnos$¢*elektorda).

Przysrodkowe
MSS
niskie
pasmo beta
Brzuszno -
Pole 17 — przysrodkowe
LPl-¢
Boczne
MSS
? ?
wysokie
pasmo beta
Grzbietowo -
Pole 18 — boczne
LPl-c

Rycina 3. Dwa funkcjonalne strumienie w ukla-
dzie korowo-wzgdérzowym wzbudzane przez
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Sesja V

mechanizm uwagi wzrokowej, oparte na ak-
tywnosci w pasmie czestotliwosci beta: beta 1
(12-19 Hz)ibeta2 (17-25 Hz). LPl-c - tylna czes¢
strefy bocznej jadra tylno-bocznego i poduszki;
MSS - $rodkowa bruzda suprasylwialna.
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