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Streszczenie

W obecnych doswiadczeniach badano rolg synaps elektrycznych formacji
hipokampa w generowaniu lokalnie rejestrowanego rytmu theta u swobodnie
poruszajacych si¢ kotow. Dohipokampalne mikroiniekcje karbenoksolonu oraz
chininy (30ug/1ul) odwracalnie obnizaly amplitude i moc hipokampalnego
rytmu theta wystgpujacego spontanicznie, jak i wywolanego draznieniem
czuciowym czy elektrycznym formacji siatkowatej srodmoézgowia. Hamujacy
wplyw ujawnit si¢ w 30 minut po mikroiniekeji i obserwowany byt przez okoto
9 godzin od podania kazdego z zastosowanych $rodkéw farmakologicznych.
Nastepnie oba parametry aktywnosci rytmicznej stopniowo wracaly do wartosci
kontrolnych. Czestotliwo$é rytmu nie ulegala zmianom przez caly czas
dos$wiadczen.

Wyniki uzyskane w obecnych badaniach dostarczaja pierwszych
bezposrednich dowodéw wskazujacych na istotny udzial synaps elektrycznych
formacji hipokampa w mechanizmach synchronizacji lezacych u podstaw
generowania rytmu theta w warunkach in vivo.
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Wstep

Oscylacyjne zmiany potencjaléw blonowych i towarzyszace im
wyladowania iglicowe neuronéw rejestrowane zewnatrzkomoérkowo jako
rytmiczne potencjaly polowe stanowia wyznacznik pobudliwosci w sieciach
neuronalnych OUN [2, 4]. Szczegélne zainteresowanie eksperymentatoréw
budzi aktywno$é wystepujaca w pasmie czestotliwosci charakterystycznej dla
rytmu theta.

Ogolnie przyjeto, ze aktywnos$¢ theta zwiazana jest z formacja hipokampa
(HPC), poniewaz w tej strukturze jest ona najlepiej wyrazong aktywnoscia
elektroencefalograficzng [2, 3, 5, 15, 20]. Mechanizm generowania rytmu jest
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wielopoziomowy, a w jego powstawanie zaangazowane sg liczne struktury pnia
moézgu, tylnego podwzgérza i przegrody. Model generowania rytmu theta
zaklada, ze jadra pnia mozgu: jadra przednie mostu oraz jadra konarowo-
mostowe nakrywki wysylaja ciagly strumiefi impulsacji do neuronéw
przysrodkowej czgéci przegrody poprzez stacj¢ posrednia, jaka jest obszar
tylnego podwzgoérza [2, 4, 5, 9, 21]. Z obszaru przysrodkowej przegrody
impulsacja dociera do neuronéw HPC, wywolhjac rytmiczne oscylacje
potencjalow blonowych w neuronach tej struktury. Wahania potencjalow
blonowych komérek HPC, ulegajac przestrzennemu zsumowaniu, dajg w efekcie
polowy rytm theta [2, 4, 5].

Istota synchronizacji jest to, aby grupa neuronéw generowala potencjaty
z ta samg czestotliwoscia i by byly one fazowo zgodne [26]. Niezbedne jest do
tego komunikowanie si¢ neuronéw zachodzace za posrednictwem przekaznictwa
synaptycznego. Ostatnie badania sugeruja zaangazowanie synaps elektrycznych
(pofaczen szczelinowych, gap junction, GJ) w aktywnosé oscylacyjng sieci
neuronalnych [6, 27, 28, 29]. Strukture synaps elektrycznych opisal w latach 60.
ubieglego wieku Robertson [22], okreslajac je jako kanaly o heksagonalnej
strukturze. Biochemiczng identyfikacje biatek tworzacych kanal przeprowadzili
Kumar i Gilula w 1986 roku [18].

Polaczenia szczelinowe umozliwiaja, zgodny z gradientem potencjatu,
przeptyw pradu jonowego pomigdzy komoérkami [19]. Stad neurony potaczone
synapsami elektrycznymi dziataja z precyzja pojedynczego neuronu [1].
Identyfikacji  synaps elektrycznych ~ dokonywano  stosujac  technike
wprowadzania do wnetrza neuronu barwnika i obserwowanie jego
rozprzestrzeniania si¢ na inne, sasiednie komorki. Zastosowanie tej metody
w badaniach na szczurach (in vivo) pozwolito dokona¢ wizualizacji neuronéw
formacji hipokampa, wczeéniej zdiagnozowanych jako komérki, ktorych
aktywno$¢ zwiazana byla z polowo rejestrowanym rytmem theta [16]. Te
informacje sugerowaly, ze GJ pomigdzy komérkami HPC stanowia istotny
element strukturalny, zapewniajacy okreslony stopiefi synchronizacji sieci
neuronalnej, niezbgdny do powstania rytmicznej aktywnosci wolnofalowe;j theta.

Badania prowadzone technika in vitro wykazaly, ze polaczenia
szczelinowe biorg udzial w generowaniu aktywnosci epileptycznej [12, 24, 28].
Zwigzane sg one takze z powstawaniem rytmu gamma i oscylacjami o wysokiej
czestotliwoscei (150-200 Hz) [27, 29].

Nasze wczesniejsze badania prowadzone na skrawkach HPC (in vitro)
poswigcone byly udziatowi synaps elektrycznych w genezie hipokampalnego
rytmu theta. Wykazalismy, ze blokery synaps elektrycznych — karbenoksolon
i chinina dodane do sztucznego plynu mézgowo-rdzeniowego optukujacego
skrawek, znosza rytmiczng aktywno$¢ pojawiajaca si¢ w  wyniku
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cholinergicznego (karbachol) pobudzenia preparatu. Obserwowany efekt byt
nieodwracalny [17]. Stosujac dootrzewnowe iniekcje obu blokerow polaczen
szczelinowych u kotéw (in vivo) réwniez obserwowalismy blokowanie
hipokampalnej ~ aktywnoéci  rytmicznej. Jednak w  tym  ukladzie
eksperymentalnym efekt blokowania rytmu byl przejsciowy — aktywnos¢ theta
pojawiala si¢ po kilku godzinach od podania kazdego z uzytych $rodkéw
farmakologicznych [10].

W obecnej pracy badali$émy udzial synaps elektrycznych w powstawaniu
hipokampalnego rytmu theta rejestrowanego u kota w warunkach
spontanicznych i rytmu wywolanego stymulacja czuciowa i elektryczng. Aby
wykluczyé obwodowe, niespecyficzne efekty dzialania blokeréw synaps
elektrycznych, zaréwno karbenoksolon, jak i chining podawalismy
dohipokampalnie.

Materialy i metody

Kazdemu z szesciu kotéw zaimplantowano (w narkozie barbituranowej,
Hexobarbital, 90 mg/kg) jednostronnie: kaniule wodzaca do obszaru
grzbietowego hipokampa, dwubiegonowa elektrodg rejestrujaca do warstwy
drobinowej HPC, a takze dwubiegunowg elektrode draznigca do obszaru
formacji siatkowatej $rodmézgowia (Rye. 1). Implantacji dokonywano

. w oparciu 0 wspohrzedne stereotaktyczne z atlasu Jaspera i Ajmone-Marsan [13]

Szczegbly operacji oraz warunki prowadzenia doswiadczer opisano wczesniej
[11].

Kota umieszczano w kamerze dos$wiadczalnej i dokonywano 120
sekundowego zapisu kontrolnego hipokampalnego EEG w warunkach
spontanicznych, podczas draznienia czuciowego (gwizdanie, klaskanie machanie
reka) oraz w trakcie elektrycznego draznienia MRF ( 100Hz, 0.2 ms, 0.2-0.5 mA;
10 s). Dokonywali$émy mikroiniekeji karbenoksolonu oraz chininy, w dawce
30pug i objetosci 1ul. Nastgpnie w kolejnych okresach poiniekcyjnych (15, 30,
60 min. oraz 2, 4, 6, 8, 10 i 12 godzin) rejestrowalismy aktywnos¢
elektroencefalograficzna HPC pojawiajaca si¢ spontanicznie oraz aktywnosc
wywolana draznieniem czuciowym i elektrycznym. Hipokampalna aktywnos$¢
EEG analizowano off-line stosujac program komputerowy Spike-2 (Cambridge
Electronic Designe, UK). Szesédziesiat dwusekundowych prébek aktywnosci
EEG rejestrowanej w warunkach spontanicznych i po draznieniu czuciowym
(zaréwno w kontroli, jak i w kolejnych okresach poiniekcynych), poddawano
analizie szybkiej transformanty Fouriera (FFT). Oznaczano w ten sposob
dominujaca czestotliwo$¢ i moc dominujacej czestotliwosci w pasmie theta
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy lokalizacje —elektrody rejestrujacej i draznigcej oraz
umiejscowienie kaniuli zaimplantowanej chronicznie w mézgu kota (Jasper i Ajmone-Marsan,
1954).

(3-7 Hz). W przypadku aktywnosci wywotlanej draznieniem elektrycznym MRF
analizowano 5 dwusekundowych probek zapisu aktywnosci
elektroencefalograficznej HPC. Amplituda rytmu theta okreslana byla
bezposrednio z zapisu analogowego EEG. Srednie wartosci trzech mierzonych
parametrow aktywnosci rytmicznej: czgstotliwosci, amplitudy oraz mocy,
wyznaczone w warunkach kontrolnych i po iniekcji kazdego z zastosowanych
blokeréw synaps elektrycznych, poddawano jednoczynnikowej analizie
wariancji (Kruskal-Wallis) a nastepnie testowi Manna-Whitneya.

Wiyniki

Aktywnos¢ polowa rejestrowana z HPC swobodnie poruszajacego sig kota
zardbwno w warunkach spontanicznych, jak i wywolana draznieniem czuciowym
sktadala si¢ z fragmentow aktywno$ci nieregularnej poprzedzielanych
regularnym rytmem theta. Draznienie czuciowe, a jeszcze bardziej elektryczne
draznienie MRF zwigkszalo prawdopodobienstwo pojawienia si¢ rytmu theta
w zapisie EEG.

Dohipokampalne mikroiniekcje zaréwno karbenoksolonu, jak i chininy
nie zmienialy ogdlnego zachowania zwierzat Powodowaly one natomiast
statystycznie istotne obnizenie amplitudy i mocy rytmu theta rejestrowanego
z HPC kota (w poréwnaniu z parametrami kontrolnymi). Efekt ten widoczny by}



139

w 30 minut po iniekcji. Obnizenie amplitudy i mocy rytmu utrzymywalo si¢
przez okolo 9 godzin po iniekcji, a nastgpnie oba parametry aktywnosci
rytmicznej stopniowo powracaly do wartoéci kontrolnych (osiagajac je w 12
godzin po mikroiniekeji obu blokerow GJ). Odmiennie niz opisane parametry,
czestotliwos¢ rytmu theta pozostawala na statystycznie niezmienionym
(kontrolnym) poziomie przez caly czas do§wiadczen. Opisane zmiany dotyczyly
zaréwno rytmu theta wystepujacego spontanicznie, jak i rytmu wywolanego
stymulacja czuciows czy tez draznieniem elektrycznym MRF (Ryc. 2-5).
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Ryc. 2. Srednie wartosci (+SE) mierzonych parametréw rytmu theta: [czgstotliwosei (Hz);
amplitudy (puV); mocy (uV?%)] spontanicznego A,  wywolanego sensorycznym ©, oraz
elektrycznym draznieniem o MRF rejestrowanego w kontroli (K) oraz w kolejnych sekwencjach
czasowych po dohipokampalnej mikroiniekcji karbenoksolonu.
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Ryc. 3. Wplyw dohipokampalnej mikroinickeji karbenoksolonu na hipokampalny rytm theta.
A - spontaniczny; B - wywolany draznieniem sensorycznym; C — wywolany draznieniem
elektrycznym MRF. Histogramy przedstawiaja FFT z 2-sek. odcinkéw zapisu kontrolnego EEG
oraz wybranych sekwencji czasowych po iniekcji karbenoksolonu. W prawej czesci kazdego
histogramu umieszczono 2 sekundowe fragmenty analogowego zapisu aktywnosci EEG
hipokampa.
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Jednostronne mikroiniekcje 1.0 pl soli fizjologicznej (rozpuszczalnik obu
blokerow synaps elektrycznych), do formacji hipokampa nie wplywaly ani na
rejestrowang lokalnie aktywno$¢ EEG, ani na zachowanie kotéw (dane nie

zamieszczone).
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Ryc. 4. Srednie wartoéci (+SE) mierzonych parametréw rytmu theta: [czgstotliwosei (Hz);

amplitudy (pV); mocy (qu)] spontanicznego A,

wywolanego sensorycznym O, oraz

elektrycznym draznieniem o MRF rejestrowanego w kontroli (K) oraz w kolejnych sekwencjach

czasowych po dohipokampalnej mikroiniekcji chininy.
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Ryce. 5. Wplyw dohipokampalnej mikroinickcji chininy na hipokampalny rytm theta.
A — spontaniczny; B - wywolany draznieniem sensorycznym; C — wywolany draznieniem
elektrycznym MRF. Histogramy przedstawiaja FFT z 2-sek. odcinkéw zapisu kontrolnego EEG
oraz wybranych sekwencji czasowych po iniekeji chininy. W prawej czgsci kazdego histogramu
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umieszezono 2 sekundowe fragmenty analogowego zapisu aktywnosci EEG hipokampa.
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Dyskusja

Udzial przewodnictwa elektrycznego w powstawaniu rytmu theta nie
podlegal dotychczas systematycznemu badaniu, cho¢ od kilku lat przybywa
informacji $wiadczacych o istotnej roli polaczen szezelinowych w genezie
synchronicznej aktywnosci oscylacyjnej o réznym zakresie czestotliwosci
[8, 12,27, 28, 29]. Wyjasnieniu roli synaps elektrycznych w powstawaniu rytmu
theta w preparatach skrawkéw formacji hipokampa poswigcone byly
eksperymenty prowadzone w naszym laboratorium [17]. Stosujac dwa blokery
polaczen szczelinowych, karbenoksolon oraz chining wykazalismy, ze synapsy
elektryczne zlokalizowane w obszarze komoérek piramidowych CA3 hipokampa
biora udzial w powstawaniu rytmu theta wywolanego statym, tonicznym
pobudzeniem cholinergicznym. Wywotany rytm i skorelowana z nim aktywnos¢
komorkowa byly nieodwracalnie znoszone przez oba blokery GJ.

Warte podkreslenia jest to, ze do niedawna nie dysponowalismy danymi
wskazujacymi na role GJ w generowaniu aktywnosci rytmicznej prowadzonymi
na modelu in vivo - anestetyzowanych, czy swobodnie poruszajacych sig
zwierzetach. Prawdopodobnie wynikalo to z faktu, ze podawanie blokerow
polaczen synaptycznych in vivo wywoluje obwodowe efekty niespecyficzne,
z letalnymi wiacznie [7, 23]. Obecnie dysponujemy juz informacjami o wplywie
obwodowych iniekcji blokeréw GJ na rytm theta u kota. W naszych
.wezeéniejszych badaniach stwierdzilismy bowiem, ze dootrzewnowe iniekcje
zarowno korbenoksolonu, jak i chininy catkowicie znoszaq aktywnos¢
synchroniczng rejestrowang z HPC. Efekt ten jest w pelni odwracalny, rytm
theta pojawia si¢ ponownie w zapisie EEG po kilkunastu godzinach od
obwodowej iniekcji obu $rodkéw farmakologicznych [10]. Zanikanie rytmu
theta po perfuzji skrawkéw hipokampalnych roztworami karbenoksolonu
i chininy obserwowali$my juz w badaniach in vitro [17]. Jednakze w tym
przypadku efekt blokowania byl nieodwracalny, co prawdopodobnie wynikato
z niemozliwoéci utrzymania skrawkéw w dobrej kondycji przez dlugi czas,
niezbedny do skutecznego ,wyplukania” blokeréw synaps elektrycznych.
O tym, ze czas ma w tym przypadku istotne znaczenie przekonuja nas wyniki
do$wiadczen, w ktérych stosowalismy procedur¢ taczona in vivo/in vitro. W
tych eksperymentach badalismy aktywno$¢ EEG preparatéw skrawkow HPC
pobranych od szczuréw poddanych obwodowej premedykacji roztworami
blokeréw synaps elektrycznych. Wykazalismy, ze karbenoksolon i chinina
przejsciowo znosily rejestrowany z hipokampa rytm theta (in vitro). Efekt ten
zalezal od czasu, jaki uptywal pomigdzy dootrzewnowa iniekcja blokeréw GJ
a pobraniem skrawkéw do badan in vitro (patrz Kowalczyk i wsp. w obecnym
tomie). Odwracalno$é efektéw blokowania rytmu theta wskazuje, Ze nie
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wynikaja one z uszkodzenia tkanki nerwowej przez stosowane blokery, ale
przypuszczalnie spowodowane sq wplywem tych $rodkéw farmakologicznych
na neuronalne mechanizmy synchronizacji.

Wyniki obecnych do$wiadezen in vivo, w ktérych dokonywalismy
dohipokampalnch iniekcji ~ karbenoksolonu i chininy potwierdzaja to
przypuszczenie. Wykazali$my, ze dohipokampalne iniekcje blokeréw synaps
elektrycznych redukowaly w okolo 50% amplitude i moc rytmu theta.
Obwodowe podanie obu $rodkéw farmakologicznych natomiast, calkowicie
blokowalo aktywnos¢ rytmiczna na wiele godzin. Réznice w dziataniu
karbenoksolonu i chniny wynikaja wigc ze sposobu podawania blokeréw GJ.
Podane dootrzewnowo, przenikaja przez barier¢ krew-mozg [14, 28] i blokuja
synapsy elektryczne nie tylko na obwodzie, ale réwniez te zlokalizowane na
roznych pigtrach systemu neuronalnego odpowiedzialnego za generowanie
hipokampalnego rytmu theta. System ten biegnie przez pien mézgu, tylne
podwzgobrze, przegrode do formacji hipokampa [2, 4, 5]. Natomiast oba $érodki
podane miejscowo wywieraja dzialanie jedynie w obszarze dyfuzji, stad efekty
tlumienia rytmu theta sa bardziej ograniczone.

W naszych obecnych do$wiadczeniach efekt obnizenia amplitudy i mocy
hipokampalnego rytmu theta wystapit po okolo 30 minutach od lokalnych
mikroiniekcji  karbaneksolonu i chininy. Podobne odroczenie efektéw
obserwowalismy w badaniach in vitro [17] i po dootrzewnowym podaniu obu
bloker6w [10]. Odroczenie efektéw po podaniu blokeréw synaps elektrycznych
opisali takze Ross i wspolpracownicy [24], badajac znoszenie aktywnosci
epileptycznej w obszarze CA1 skrawka HPC. Wydaje sie, ze mechanizm tego
efektu wigza¢ mozna z dlugotrwatymi procesami fosforylacji i agregacji
podjednostek biatkowych tworzacych koneksony [25].

Podsumowujac, wyniki obecnych doswiadczen po raz pierwszy wskazuja
na uczestnictwo synaps elektrycznych w procesach synchronizacji aktywnosci
neuronalnej lezacych u podstaw generowania rytmu theta u swobodnie
poruszajacych si¢ zwierzat.
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