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Streszczenie

Jadro konarowo-mostowe nakrywki (PPN) jest jedna z kluczowych
struktur w regulacji hipokampalnego rytmu theta. Wiadomo, ze aktywacja
ukladu cholinergicznego PPN indukuje rytm theta w hipokampie. W niniejszej
pracy zajeto si¢ zbadaniem wplywu ukfadu opioidowego, ktéry w PPN
reprezentowany jest przez receptory p-opioidowe, na cholinergiczng skltadowa
rytmu theta na modelu szczuréw uretanizowanych. W tym celu w trzech grupach
zwierzat podawano do PPN: (1) agoniste cholinergicznego, karbachol (grupa
KA); (2) KA lacznie z agonista opioidowym, morfing (grupa KA+MF); (3) KA
lacznie z MF i antagonista opioidowym, naloksonem (grupa KA+MF+NAL).
Mierzono latencje i czas trwania rytmu theta wywotanego iniekcjami. Wptyw
MF i NAL na indukowany cholinergicznie rytm theta oceniano poréwnujac
mierzone parametry pomigdzy grupami. Okazalo sig, ze MF obustronnie
hamowata cholinergicznie indukowany rytm theta wydtuzajac jego latencje
i skracajac czas trwania. Latencja tego rytmu po stronie ipsilateralnej wynosita
1,8 + 0,7 min w grupie KA i 4,0 £ 1,5 min w grupie KA+MF (p 2 0,05 miedzy
grupami), a po stronie kontralateralnej odpowiednio 2,0+ 0.8 min
19,0 + 1,3 min (p < 0,05). Czas trwania aktywnosci theta wyni6st 40,4 £ 6,4 min
w grupie KA i 18,6 + 6,1 min w grupie KA+MF (p <0,05) w hipokampie ipsi-
i odpowiednio 41,1 +7,3 min i 150£6,0min (p<0,05) w hipokampie
kontralateralnym. Efekt MF byt znoszony przez NAL. Uzyskane wyniki
$wiadcza o tym, ze supresja cholinergicznej skladowej rytmu theta na poziomie
PPN moze zachodzi¢ za posrednictwem receptoréw opioidowych.

Wstep

Jedng ze struktur regulujacych rytm theta w hipokampie jest jadro
konarowo-mostowe nakrywki (PPN). PPN nalezy do czgsci aktywujacej uktadu
siatkowatego pnia mozgu i lezy w okolicy skrzyzowania gérnych konaréw
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mozdzku. Inaktywacja farmakologiczna PPN (iniekcje prokainy) blokuje
hipokampalny rytm theta u szczuréw w narkozie uretanowej [10]. Wszystkie
gléwne uklady transmiterowe tego jadra sq zaangazowane w procesy regulacji
rytmu theta. I tak, pobudzenie ukfadu cholinergicznego PPN (iniekcje
karbacholu) indukuje aktywno$¢ theta [6,14], natomiast aktywacja uktadu
glutaminergicznego i GABA-ergicznego hamuje t¢ aktywno$¢é [11]. Sposrod
stwierdzonych w PPN ukladéw modulatorowych na szczegdlne zainteresowanie
w aspekcie rytmu theta zastuguje uklad opioidowy, reprezentowany tu przez
receptory p-opioidowe [1]. O jego prawdopodobnym udziale w procesach
zwigzanych z oscylacjami theta mozna wnioskowaé posrednio na podstawie
doniesien dotyczacych snu paradoksalnego, ktéremu u zwierzat towarzyszy
w hipokampie rytm theta [3,4,7]. Ogélnie wiadomo, ze opioidy hamuja sen
REM, np. podanie morfiny do tworu siatkowatego mostu, odgrywajacego
kluczowa role w regulacji tej fazy snu, prowadzito do jej zahamowania [5].
Podobnie, efektem podskérnego podnia morfiny byla redukcja REM [13].
Ponadto stwierdzono, ze morfina moze obniza¢ poziom acetylocholiny
w strukturach docelowych PPN [8] i sasiadujacego z nim jadra grzbietowo-
bocznego nakrywki [9] bioracych udziat w regulacji snu paradoksalnego.

Celem niniejszej pracy bylo poznanie bezposredniego wplywu opioidow
na hipokampalny rytm theta na poziomie PPN. Rytm ten indukowano
farmakologicznie iniekcja karbacholu do PPN u szczuréw w narkozie
uretanowe;j.

Material i metody

Zwierzeta. Doswiadczenia prowadzono na 19 szczurach, samcach szczepu
Wistar o masie ciata 250 — 400 g. Szczury przebywaty w warunkach sztucznego
os$wietlenia (12 godz./12 godz.), w pomieszczeniu o temperaturze 22 £ 1 °C.
Zwierzeta otrzymywaly ad libitum wode oraz standardowy pokarm w postaci
peletek. Doswiadczenia przebiegaly zgodnie z wymogami Lokalnej Komisji
Etycznej w Gdansku, a procedury doswiadczalne uzyskaly akceptacje tej
Komisji. :

Zwiqzki uzyte do iniekcji domdzgowych. Do iniekcji domdézgowch
stosowano nastgpujace zwiazki: agonista cholinergiczny - karbachol (KA)
(chlorek karbamylocholiny, RBI, USA); agonista opioidowy - morfina (MF)
(chlorowodorek morfiny, Polfa, Kutno, Polska); antagonista opioidowy -
nalokson (NAL) (chlorowodorek naloksonu, Sigma, USA). Wszystkie zwiazki
rozpuszczano w wodzie destylowanej w dniu doswiadczenia.

Implantacja elektrod rejestracyjnych i kaniul domdzgowych. Zar6éwno
operacje, jak i wlasciwe doswiadczenia przeprowadzano w glebokiej narkozie
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uretanowej. Zwierzgta otrzymywaly i.p. 6 -8 ml/kg 20% sterylnego roztworu
uretanu (karbaminian etylu, Sigma, USA). Jednobiegunowe elektrody
rejestracyjne wykonano z drutu ze stali nierdzewnej (& 0,2 mm) izolowanego
lakierem epoksydowym na calej dlugosci z wyjatkiem zakoriczenia o dhugosci
okoto 0,5 mm. Elektrody implantowano obustronnie w warstwie komoérek
ziarnistych hipokampa: AP od -3,6 do -3,8 mm, L od +2,0 do +2,4 mm, D od
-3,0 do -3,4 mm [12]. Zakres lokalizacji elektrod hipokampalnych pokazano na
Ryc. 1. Elektrody odniesienia i uziemienia stanowity srubki ze stali nierdzewne;j
(20,5 mm) przylutowane do pozlacanego zlacza (koordynaty ekektrod: AP
-3, 7mm, L #33mm, D -1 mm). Kaniulg iniekcyjng stanowita igta 10-ul
strzykawki Hamiltona (& 0,5 mm) umieszczonej w jednostce do mikroiniekcji
(Kopf Instruments, USA). Kaniula implantowana byla jednostronnie, do
prawego lub lewego PPN: AP od -7,8 do -8,0 mm, L od £1,6 do £1,7 mm, D od
7,0 do -7,2 mm (Paxinos i Watson 1998) (Ryc. 1).
Procedura do$wiadczalna. Dos$wiadczenia mialy przebieg ostry,
a rejestracj¢ EEG prowadzono migdzy godz. 12.00 a 16.00. Uspione podczas
operacji i unieruchomione w aparacie stereotaktycznym zwierzg¢ta umieszczano
w klatce Faraday’a. Podlaczano je do elektroencefalografu typu 16S (Medicor,
Wegry) z pasmem przenoszenia 0,3 Hz- 70 Hz i prébkowaniem 240/s. Do
podgladu i rejestracji sygnatu EEG wykorzystywano oprogramowanie EEG
DigiTrack (Elmiko, Warszawa). Rejestracj¢ EEG prowadzono w sposob ciagly
kontrolujac poziom narkozy liczba oddechéw na minut¢. Rejestrowano
spontaniczng aktywno$¢ polowa hipokampa, a nastgpnie wywolywano rytm
theta stymulacja farmakologiczna. U wszystkich zwierzat na poczatku rejestracji
przeprowadzano kontrolnie 2 — 3 stymulacje sensoryczne (1-min tail-pinch, co
10 min), w celu sprawdzenia amplituty rytmu theta. Doswiadczenie
kontynuowano, jesli amplituda ta byla =400 uV. Po wprowadzeniu do PPN
kaniuli i ponownym skontrolowaniu amplitudy rytmu theta (tail-pinch)
podawano do PPN (przez ok. 3 min) nastgpujace zwiazki w zaleznosci od grupy:
e 0,5 ul roztworu karbacholu (10 pg; grupa KA, n =6)
e 0,5ul roztworu karbacholu lacznie z morfing (odpowiednio 10+5 pg;
grupa KA+MF, n = 7)
* 0,5 ul roztworu karbacholu facznie z morfing i naloksonem (odpowiednio
10+5+5 ug; grupa KA+MF+NAL, n = 6).
Obserwowano moment pojawiania si¢, trwanie i zanik indukowanego w ten

Sposob rytmu theta.

Analiza wynikéw. W celu okre§lenia momentu pojawienia si¢ (latencji) i czasu
trwania rytmu theta analizowano fragmenty zapisu EEG z 1-min okresow tuz
przed, w trakcie i po iniekcji. Z kazdego okresu pobierano 3 -5 wolnych od
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Ryc. 1. Typowa lokalizacja kaniuli inickcyjnej w PPN i zakres (we wszystkich grupach
doswiadczalnych) elektrod rejestracyjnych w hipokampie na przyktadowych przekrojach z atlasu
mézgu szczura Paxinosa i Watsona (1998). W obszarze hipokampa elektrody implantowano
w gornej czgsei zakretu zgbatego w warstwie komorek ziarnistych, skad odbiera si¢ sygnal rytmu
theta o stosunkowo wysokiej amplitudzie [2].

artefaktéw 5-s odcinkéw EEG. Prébkowanie zageszezano do S odcinkéw/min,
gdy w sygnale EEG pojawiata sig i zanikata aktywnos¢ theta, tak aby doktadnie
ustali¢ te momenty. Sygnal EEG analizowano przy pomocy szybkiej
transformanty Fouriera (FFT) w odstgpach co 0,12 Hz. W kazdej probece
okreslano dominujaca czgstotliwosé. Te minute zapisu, w ktorej we wszystkich
5 prébkach dominowala czestotliwoé¢ w pasmie theta (zakres 2,5 -6 Hz)
przyjmowano za moment pojawienia si¢ tego rytmu. Natomiast minute, w ktorej
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we wszystkich 5 probkach aktywnosé ta nie byla dominujaca przyjmowano za
moment zaniku tego rytmu (na podstawie osobistych konsultacji z prof. Brianem
Blandem). Ustalano minutg pojawienia si¢ i zaniku rytmu theta u kazdego
szczura osobno, a nastgpnie usredniano te wartosci dla catej grupy (¥ + SE).

Opracowanie statystyczne wynikow. Wplyw iniekeji (KA, KA+MF,
KA+MF+NAL) na latencj¢ i czas trwania rytmu theta badano przy uzyciu
Jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). W przypadku stwierdzenia
istotnego wplywu ktoregos z tych czynnikéw stosowano postwariancyjny test
Tukey’a (p < 0,05).

Weryfikacja histologiczna. Po zakonczeniu dogwiadezen Szezury usypiano
letalng dawka uretanu. W celu oznaczenia lokalizacji koncowek elektrod
hipokampalnych ~ wykonywano lezje elektrolityczne pradem anodowym
(0,2 mA/20 s). Nastepnie przeprowadzano standardowa procedurg histologiczng
i okreslano miejsca iniekcji i potozenie elektrod.

Wyniki

Lokalizacja kaniul iniekcyjnych i elektrod rejestracyjnych. Lokalizacje
kaniul iniekcyjnych przedstawiono na Ryc. 2. U 16 sposréd 19 zwierzat kaniule
znajdowaly si¢ w obrgbie PPN i zwierzgta te objeto analiza; po 5 osobnikéw
z grupy KA i KA+MF+NAL oraz 6z grupy KA+MF.

Wplyw iniekcji KA do PPN na rytm theta. Jednostronna iniekcja KA do
PPN powodowata w hipokampalnych zapisach obu potkul przejscie od
wysokoaplitudowej, nieregularnej, wolnej aktywnosci w zakresie czestotliwosci
rytmu delta (<2,5 Hz) do synchronicznych fal w pasmie czestotliwosci theta
(2,5-6,0Hz), co widoczne bylo réwniez na histogramach widma mocy, na
ktorych w trakcie spontanicznego zapisu EEG dominowala czestotliwosé
I - 1,5 Hz, natomiast po iniekcji KA - okoto 3 -5 Hz (przyktadowy szczur
Ryc. 3). Srednia latencja i czas trwania rytmu theta po podaniu KA wynosity:
latencja po stronie ipsi- 1,8 + 0,7 min i po stronie kontralateralnej 2,0 + 0,8 min,
czas trwania odpowiednio 40,4 + 6,4 min i 41,1 + 7,3 min (Ryc. 4).

Wplyw iniekcji MF do PPN na rytm theta wywolany podaniem KA.
Podobnie jak w przypadku KA, jednostronne podaniec do PPN KA+MF
indukowalo w obu hipokampach rytm theta. Gtéwnym efektem dodania MF do
KA bylo wydluzenie latencji i skrocenie czasu trwania rytmu theta
(przyktadowy szczur Ryc. 5). Aktywnoé¢ theta pojawita sie $rednio z latencja
4,0 £ 1,5 min po stronie ipsi- i 9,0 + 1,3 min po stronie kontralateralnej, a trwata
odpowiednio 18,6 + 6,1 min i 15,0 + 6,0 min (Ryc. 4).

Wplyw iniekcji NAL i MF do PPN na rytm theta wywotany podaniem KA.
Jednostronne podanie KA+MF+NAL w jednej iniekcji indukowalo obustronnie
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Rye. 3. Wplyw jednostronnej iniekcji karbacholu (KA) do PPN na zapis E.EG w hipokampie ipsi-
i kontralateralnym do iniekeji u przykladowego szczura. Efektcn? podania KA b?/la obustronna
zmiana wysokoamplitudowej nieregularnej aktywnosci w zakresu’: czc';s‘tothwoscx del.ta W rytm
theta, co widoczne jest réwniez na histogramach czgstotliwosei  (przedstawiono FFT

5-s odcink6w).
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Ryc. 5. Wplyw jednostronnej iniekcji karbacholu facznie z morfing (KA+MF) do PPN na zapis
EEG w hipokampie ipsi- i kontralateralnym do iniekcji u przykladowego szczura. Efektem
podania KA+MF byla obustronna zmiana wysokoamplitudowej nieregularnej aktywnosci
w zakresie czestotliwoéei delta w rytm theta, co widoczne jest réwniez na histogramach
czgstotliwosei (przedstawiono FFT 5-s odcinkéw). Po iniekcji KA+MF rytm theta pojawial sig¢
obustronnie pézniej (oraz trwat krécej) niz po podaniu KA.
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Rye. 6. Wplyw jednostronnej iniekcji karbacholu tacznie z morfing i naloksonem (KA+MF+NAL)
do PPN na zapis EEG w hipokampie ipsi- i kontralateralnym do iniekcji u przykladowego szczura.
Efektem podania KA+MF+NAL byla obustronna zmiana wysokoamplitudowej nieregularnej
aktywnodci w zakresie czgstotliwosci delta w rytm theta, co widoczne jest rowniez na
histogramach czgstotliwosci (przedstawiono FFT 5-s odcinkéw). Po podaniu KA+MF+NAL rytm
theta pojawiat si¢ obustronnie szybciej (i trwal duzej) niz po iniekcji KA+MF.
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rytm theta, ktory pojawial si¢ szybciej i trwat dluzej niz po podaniu KA+MF,
a wielkosci te byly poréwnywalne z analogicznymi parametrami w grupie KA.
Dodanie NAL znosilo stwierdzone w grupie KA+MF wydluzenie latencji
i skrécenie czasu trwania rytmu theta (przyktadowy szczur Ryc. 6). Srednia
latencja tego rytmu w obu hipokampach wynosila 0,6 £ 0,6 min, a czas jego
trwania: 47,8+ 1,5min po stronie ipsi- i 414%73min po stronie
kontralateralnej (Ryc. 4).

Poréwnanie rytmu theta w grupach KA, KA+MF i KA+MF+NAL.
Zestawienie analizowanych parametrow rytmu theta migdzy grupami KA,
KA+MF i KA+MF+NAL (Ryc. 4) pokazuje, ze MF obustronnie hamowala
cholinergicznie indukowany rytm theta — wydluzajac jego latencje i skracajac
czas trwania. Wplyw na czas trwania rytmu byl silniejszy i istotny statystycznie
w obu hipokampach, wplyw na latencj¢ okazat si¢ istotny tylko w hipokampie
kontralateralnym. Efekt MF byl znoszony przez NAL.

Whiosek

Uzyskane wyniki wskazuja, ze, na poziomie PPN, uklad opioidowy
moze hamowaé cholinergiczna komponentg rytmu theta u szezuréw w narkozie
uretanowej oraz Ze supresja ta zachodzi przy udziale receptoréw opioidowych.
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