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Streszczenie

Wstep. Brzuszne pole nakrywkowe $rodmézgowia (VTA), kluczowa
struktura ukladu mezolimbicznego jest anatomicznie powigzana z formacja
hipokampa. Stwierdzono réwniez zaangazowanie tej okolicy w regulacje
korowej i hipokampalnej aktywnosci EEG u czuwajacych szezuréw podczas
takich zachowan (np. eksploracyjne weszenie), ktére s3 z latwoscia
wywolywane przez stymulacj¢ VTA i zwykle towarzyszy im rytm theta. Obecne
doswiadczenia mialy na celu poznanie przypuszczalnej roli VTA w kontroli
tego rytmu. Material i metody. Doswiadczenia przeprowadzono na
uretanizowanych szczurach, u ktérych rytm theta wywolywano poprzez ucisk
nasady ogona. Badano efekty jednostronnej lezji elektrolitycznej (1 mA, 10 s)
lub mikroiniekcji prokainy (20% roztwér/0,5 pl) do VTA. Analizowano
60-sekundowe zapisy wykonane przed i podczas stymulowanego sensorycznie
rytmu theta. Okre$lano maksimum mocy i odpowiadajaca mu czestotliwosé
osobno dla pasm o czestotliwosci theta (3-6, 6-9 i 9-12 Hz) i dla pasma delta
(1-3 Hz). Wyniki. Jednostronna, czasowa inaktywacja VTA po mikroiniekcji
prokainy spowodowala dwustronny zanik hipokampalnego rytmu theta, co
przejawiato si¢ ostabieniem synchronicznej czynnosci hipokampalnego EEG
i odpowiednia redukcja mocy w pasmie 3-6 Hz. Trwale uszkodzenie VTA
poprzez jednostronna lezj¢ elektrolityczna wywolalo diugotrwale, gléwnie
ipsilateralne zmniejszenie mocy rytmu theta, z pewnymi zmianami jego
czestotliwosci w pasmie 6-9 Hz. Jednoczesnie wystapil wzrost mocy
w wyzszych pasmach czgstotliwo$ciowych, co wskazuje na zmniejszenie
synchronicznosci hipokampalnej aktywnosci EEG. Wnioski. VTA nalezy do
systemu struktur pnia mézgu wlaczonych w synchronizacj¢ aktywnosci polowe;j
hipokampa.
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Wstep

Hipokampalna aktywno$¢ polowa (EEG) jest kontrolowana poprzez
wielosynaptyczny system obejmujacy struktury pnia mézgu, $rodmoézgowia
i miedzymoézgowia (2, 17]. Rytm theta, ktéry jest wysoce synchroniczng
aktywnoscig elektryczng hipokampa o czestotliwoéci 3-12 Hz u swobodnie
poruszajacych si¢ gryzoni, zalezny jest od integralnosci drog wstepujacych,
ktore rozpoczynaja si¢ w ukladzie siatkowatym pnia mézgu (jadro siatkowate
przednie mostu, RPO [11, 18] i jadro konarowo-mostowe, PPN [10, 18]), biegng
nastepnie przez tylne podwzgoérze, PH [2, 6, 19], przysrodkowe i boczne ciala
suteczkowate  [7],  jadro  nadsuteczkowate, SuM [5, 6, 13],
grzbietowoprzysrodkowe podwzgorze [19], a takze przez boczne podwzgorze
(4] do przysrodkowej przegrody i z tej okolicy docieraja do formacji
hipokampa. Ostatnio stwierdzilismy [3], Ze brzuszne pole nakrywkowe
srodmézgowia (VTA) jest zaangazowane w regulacje korowej i hipokampalnej
aktywnosci EEG u czuwajacych szczuréw podczas takich zachowan
(np. eksploracyjne weszenie) ktore sq z fatwoscia wywolywane przez stymulacje
VTA i zwykle towarzyszy im rytm theta. Obecne badania mialy na celu
dokladniejsze okreslenie przypuszczalnej roli VTA w regulacji elektryczne;
aktywnosci hipokampa, szczegélnie w zakresie czestotliwosci theta. Do badan
uzyto standardowego modelu doswiadczalnego, w ktérym rytm theta
rejestrowany z grzbietowego hipokampa jest wywolywany sensorycznie
u szczura w narkozie uretanowej. W takiej narkozie pozostaje tylko
atropinooporny (cholinergiczny) tzw. theta 2, ktory u szczura wystepuje podczas
snu paradoksalnego [15, 16] oraz w czuwaniu w bezruchu ze wzmozong uwaga
[8, 16]. Ten powszechnie przyjety model umozliwia analize zdolnosci
synchronizacyjnych hipokampa w scisle kontrolowanych warunkach, ktére sa
trudne do otrzymania u czuwajacego, swobodnie chodzacego zwierzecia
u ktérego rytm theta jest czgsto przemieszany z innymi typami fal EEG. Wiele
doniesien [1, 6, 9, 10, 12] $wiadczy, ze jest to odpowiedni model do
demonstrowania wplywu réznych okolic mézgu na regulacje theta.

W obecnych badaniach analizowano sensorycznie wywolywany rytm
theta pochodzacy z hipokampalnego EEG przed i po jednostronnej iniekcji
prokainy do VTA lub przed i po uszkodzeniu tkanki VTA poprzez
elektrokoagulacje.

Material i metody
Do$wiadczenia przeprowadzono w narkozie uretanowej (1,5 g/kg, i.p.) na

13 szczurach szczepu Wistar o poczatkowej masie ciala 270-450 g,
podzielonych na dwie grupy:
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I - grupa PRO, n=5, otrzymata jednostronng mikroiniekcj¢ prokainy (20%
roztwér/0,5 pl)  do  okolicy VTA, poprzedzona kontrolng iniekcja
rozpuszezalnika (woda destylowana);

Il - grupa ELE, n=8, poddana zostata jednostronnej lezji elektrolitycznej (1 mA,
10's) VTA, ktorej efekty badano w 1. godzinie po uszkodzeniu oraz na 5. dzien
po lezji.

Implantacja elektrod
Po umieszczeniu w aparacie stereotaktycznym, kazdemu szczurowi
implantowano dwustronnie elektrody rejestrujace EEG z okolicy grzbietowego
hipokampa, a takze elektrode uziemiajaca i elektrode odniesienia umieszczone
nad opuszka wechowa. Jednobiegunowe elektrody hipokampalne wykonane
byly z drutu stalowego o $rednicy 0,2 mm izolowanego na calej dlugosci
lakierem epoksydowym za wyjatkiem plasko Scigtego konca. Elektrode
uziemiajaca i elektrode odniesienia stanowily $rubki jubilerskie wkrecone
w kosci czaszki. Wszystkie elektrody, uprzednio przylutowane do poziacanych
zlaczy, mocowano na powierzchni czaszki za pomoca durakrylu. Nad VTA
wykonywano otwér w kosci dla wprowadzenia kaniuli iniekcyjnej lub elektrody
do lezji. Przyjeto nastepujace koordynaty stereotaktyczne VTA: 4,8-5,1 mm do
tylu od bregmy, 0,9-1,0 mm na boki od linii posrodkowej i 7,8-8,1 mm ponizej
powierzchni czaszki [14]. Do iniekeji uzyto igly (o Srednicy 0,4 mm i plasko
Scigtym koncu) strzykawki Hamiltona umieszczonej w manipulatorze
stereotaktycznym z pompa infuzyjna. Elektrody lezyjne wykonane byly z drutu
stalowego o $rednicy 0,3 mm izolowanego na calej diugosci lakierem

epoksydowym za wyjatkiem ptasko scigtego koica.

Procedura do$wiadczalna
Rytm theta u szczuréw w narkozie uretanowej wywolywano stymulacjg

sensoryczng przez silny ucisk nasady ogona za pomoca klamerki (1-min.
stymulacje oddzielone 10-min. odstgpami):
I. w grupie PRO: kilka razy przed i 6 razy (w ciagu 1. godziny) po iniekcji

domézgowej
Il. w grupie ELE: 5-6 razy przed i 6 razy bezposrednio po lezji VTA oraz 5-7

razy podczas drugiej sesji doswiadczalnej na 5. dzie po lezji

Iniekcja prokainy
Po wykonaniu rejestracji kontrolnych do VTA wprowadzano kaniulg
iniekcyjna, przez ktéra podawano wode destylowana, a po 10 min. odstepie
i kontrolnej stymulacji sensorycznej (w celu oceny wplywu iniekcji
i rozpuszczalnika na rytm theta) dokonywano iniekcji roztworu prokainy.
Objetosé kazdej iniekcji wynosila 0,5 pl, a czas jej trwania okofo 3 minut.
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Lezja elektrolityczna

Po jednogodzinnej kontrolnej rejestracji EEG (zawierajacej 6-7 epizodéw
sensorycznie stymulowanego rytmu theta) wykonywano elektrokoagulacje
okolicy VTA (1mA, 10s) przez uprzednio implantowane elektrody.
Bezposrednio po lezji nastgpowata druga sesja rejestracyjna, przeprowadzona
analogicznie do sesji kontrolnej. Po zakonczeniu rejestracji kazde zwierze
umieszczano osobno w klatce z dostgpem do pokarmu (peletki) i wody. Trzecia
sesja rejestracyjna przeprowadzona byla 5. dnia po lezji w warunkach narkozy
uretanowej, wedlug uprzednio stosowanej procedury.

Analiza danych

EEG rejestrowano na dysku komputerowym, przy uzyciu programu EEG
Digi  Track (ELMIKO). Spektralng analize hipokampalnego EEG
przeprowadzono obliczajac za pomoca algorytmu Chirp-Z (przedziat
czgstotliwosci 1 -30 Hz, prébkowany co 0,01 Hz) dyskretng transformate
Fouriera (DFT) z S-sekundowych odcinkéw, na ktére zostal podzielony
60-sekundowy zapis rytmu theta (typ II, IRSA) wywolywany stymulacja
sensoryczng jak rowniez 60-s zapis EEG z okresu tuz przed rozpoczeciem
stymulacji. Okreslono maksimum mocy Pmax (w uV?) i odpowiadajacq mu
czgstotliwos¢ Fmax osobno dla pasm o czestotliwosci theta (3.00 - 5.99 Hz,
6.00 - 8.99 Hz i 9.00 - 11.99 Hz) oraz dodatkowo dla pasma delta (1.00 - 2.99
Hz). Aby wyeliminowa¢ zmienno$é migdzyosobnicza Pmax normalizowano
w obrebie kazdego pasma czgstotliwosciowego w stosunku do zapisu po
kontrolnej iniekcji wody (grupa PRO) lub do usrednionych warto$ci Pmax
z okresu zapisu kontrolnego przed lezja VTA (grupa ELE). Czgstotliwos¢ byta
normalizowana do 4,0 Hz, poniewaz wstgpne analizy maksimum amplitudy
w zakresie pasma theta u wszystkich szczurdéw wykazaly, ze w warunkach
kontrolnych srednia czgstotliwosé odpowiadajaca Pmax wynosita 4,0+0,07 Hz
i miafa rozklad normalny. Miary te poddano analizie statystycznej (testy: One
Way Anowa i Scheffe'a). Po zakonczeniu do$wiadczen przeprowadzono
weryfikacj¢ miejsc iniekcji i lezji za pomocy standardowych metod
histologicznych.

Wyniki

W warunkach  kontrolnych  spoczynkowe hipokampalne EEG
charakteryzowalo si¢ wysokoamplitudowa, nieregularng aktywnoscia (LIA)
o dominujacej czgstotliwosci w zakresie pasma delta. Sensoryczna stymulacja
(ucisk  ogona) zmieniala ten wzorzec aktywnosci na regularne
wysokoamplitudowe wyladowania o czgstotliwosci pasma theta.
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Prokaina
Po jednostronnej iniekeji prokainy do okolicy VTA nastepuje obustronna
supresja sensorycznie wywolywanego rytmu theta, co przejawia si¢ jako:
¢ zanik rytmu theta w hipokampalnym EEG 10 min. po iniekcji prokainy
(ryc. 1)
* zmniejszenie mocy DFT w pasmie theta z jednoczesnym wzrostem mocy
w pasmie delta (ryc. 1 - przyktadowy szczur, ryc. 2 - wartosci $rednie, n=5)

EEG przed rozpoczeciem stymulacji stymulacja przed iniekcja prokainy
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Rye. 1. Wplyw jednostronnej iniekcji prokainy do VTA na hipokampalny zapis EEG i jego widmo
mocy w polkuli ipsi- i kontralateralnej do iniekcji (przykiad). Gérna czgsé ryciny przedstawia
probke spontanicznego zapisu EEG oraz wywolanego sensorycznie rytmu theta i ich widma mocy.
Dolna czgs$¢ ryciny przedstawia zapis hipokampalny i odpowiadajace mu widma mocy 10 min. po
iniekcji prokainy (efekt maksymalny - zanik stymulowanego rytmu theta).

* istotne zmniejszenie (10 min. po prokainie) Srednich wartosci maksimum
mocy (Pmax) w pasmie 3-6 Hz podczas stymulacji do 29+5% (p<0,001)
ipsilateralnie i do 41+7% (p<0,05) kontralateralnie do strony iniekcji oraz
istotne zmniejszenie (9 min. po iniekcji) Pmax w pasmie 3-6 Hz
w warunkach spoczynkowych przed stymulacja do 50+7% (p<0,001)
ipsilateralnie i do 47+5% (p<0,05) kontralateralnie do strony iniekcji (ryc. 2)
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EEG przed stymulacjg
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Rye. 2. Wplyw jednostronnej iniekcji prokainy do VTA na maksimum mocy DFT
hipokampalnego sygnalu EEG przed i podczas sensorycznej stymulacji. Zmiany mocy
przedstawiono w odniesieniu do kontrolnej inickcji wody. Sygnal EEG analizowano osobno
w pa$mie 1-3 Hz, oraz w 3 pasmach skladajacych si¢ na zakres rytmu theta (RSA): 3-6 Hz,
6-9 Hz i 9-12 Hz. Przedstawiono wartoéci §rednie£S.E.; * - p<0.05 (test Scheffe'a).
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® jednoczesny wzrost Pmax w pa$mie delta zaréwno podczas stymulacji (do
853+124%, (p<0,001) ipsi- i do 499t90%, (p<0,05) kontralateralnie) jak
i przed stymulacjg (do 257+40%, (p<0,001) ipsi- i do 200+27%, (NS)
kontralateralnie) (ryc. 2)

A. PROKAINA
ipsilateralnie kontralateralnie
pasmo pasmo
czas po
iniekcji 1-3 Hz 36 Hz 6-9 Hz 9-12 Hz 1-3 Hz 3-6 Hz 6-9 Hz 912 Hz
___[min]
EEG spontaniczny
woda 1,8 10,07 3,9 40,08 724011 1024010 | 1,6 40,06 3,8 40,06 724012 10,2 40,11
9 1,6 10,07 3,8 40,09 7,0 40,11 10,2 40,11 | 1.6 +0,06 3,6 10,08 7,240,10 10,3 40,10
19 1.5 40,06 3,8 40,10 714010 1044011 | 1,540,06 3,8 10,09 7,240,11 10,2 40,10
29 1,7 40,06 3,7 40,05 7.310,12 10,4 40,12 | 1,540,05 3.7 0,06 740,10 10,2 40,12
39 1.6 40,07 3,7 40,06 7,040,100 10,240,112 | 1,540,05 3,8 40,07 7,240,111 10,4 40,11
49 1,8 40,08 3,740,06 6,8+011 1054015 [ 1,540,086 3,7 40,056 714012 10,3 40,12
59 1,8 40,07 3,7 10,06 6,910,08 10,310,12 | 1,7 40,07 3,7 0,06 724011 10,3 40,12
EEG podczas stymulacji sensorycznej
woda 1.9 40,07 4,0 40,03 764012 1044013 | 174006  4,040,03 764012 10,3 0,11
10 1,8 40,07 374009 7,040,12° 1034014 | 164006 3,6 0,08* 7,0 40,10* 10,110,10
20 1.7 40,07 3,740,07 7,040,10* 10,510,113 | 1,9:40,08 3,7+0,05 7,110,09* 10,210,12
30 2,1 40,09 3,8 40,04 7.340,12 10,340,12 | 1,940,08 3,7 10,04 7,240,11 10,310,12
40 2,1 10,09 394003 7,140,11* 10,510,112 | 1,940,08 3,8 40,05 7,240,11 10,4 20,11
50 1,9 40,07 3,9 40,03 744012 10,240,13 | 2,0 40,07 3,8 40,04 724011 10,5 0,13
60 2,0 10,07 3,94004 7,040,12* 1034011 | 1,810,06 3914005 734011 1021011
* p<0,05 - test Scheffe'a, zmiany 20,4 Hz
B. LEZJA
ipsilateralnie kontralateralnie
pasmo pasmo
czas po lezji 1-3 Hz 3-6 Hz 6-9 Hz 9-12 Hz 1-3 Hz 3-6 Hz 6-9 Hz 9-12 Hz
EEG spontaniczny
kontrola 1484002 3684003 7,1010,04 10224004 | 1,4940,02 37210,03 7,1040,04 10,27 10,04
lezja 1654002 3,884003 7,0140,04 10,1140,04 | 16940,02 4014002 7354005 9,97 10,04
5.dnia 1,4540,02 3,77 40,03 7,0210,04 10,3040,04 [ 1,4840,02 380:0,03 7,1210,04 10,14 40,04
EEG podczas stymulacji sensorycznej
kontrola 1,7340,02 4,0940,01 7,5840,04 1032:0,04 | 1,810,02 40814001 7,5010,04 10,25 40,04
lezja 1,77 40,02 4,2040,02 7,11 £0,04* 9,97 10,04 | 1,84 40,02 4224001 7451005 9,98:0,04
5.dnia 1,7040,02 3,9940,02 7,26 40,05 10.23+0,05| 1,7540,02 4,001002 7,2940,05 10,15 10,04

* p<0,05 - test Scheffe'a, zmiany =0,4 Hz

Tab. 1. Czgstotliwos¢ odpowiadajaca maksimum mocy hipokampalnego EEG przed i podczas
stymulacji sensorycznej po iniekcji prokainy (A) i lezji elektrolitycznej (B) VTA.
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istotne  zmniejszenie, jedynie podczas stymulacji, $rednich wartoéci
czgstotliwosei odpowiadajacych maksimum mocy (Fmax) w pasmie 3-6 Hz
z 4,00+0,03 do 3,6+0,06 Hz (p<0,05, 10 min. po prokainie) kontralateralnie
do strony iniekcji oraz w pasmie 6-9 Hz ipsilateralnie z 7,6+0,12 do 7,0+0,12
Hz (p<0,05, 10 min. po prokainie) i kontralateralnie z 7,6+0,12 do 7,0+0,10
Hz (p<0,05, 10 min. po iniekcji) (tab. 1A).

Lezja elektrolityczna
Po jednostronnej elektrolizie VTA nastgpuje supresja sensorycznie

wywolywanego rytmu theta, co przejawia si¢ podczas sensorycznej stymulacji:

A/ bezposrednio (10-60 min.) po lezji:

ipsilateralng desynchronizacja hipokampalnego EEG i zmniejszeniem mocy
DFT w pasmie theta (ryc. 3 - przykladowy szczur i ryc. 4 - wartoéci $rednie,
n=06)

istotnym zmniejszeniem $rednich warto$ci Pmax w pasmie theta 3-6 Hz:
ipsilateralnie o 5912% (p<0,001) i kontralateralnie o 21+4% (p<0,001)
(ryc. 4)

istotnym ipsilateralnym zmniejszeniem $rednich wartosci Pmax w paémie
6-9 Hz o 24+4% (p<0,001) i kontralateralnym ich zwigkszeniem o 24+6%
(NS) (ryc. 4)

istotnym zwigkszeniem s$rednich wartosci Pmax w pa$mie theta 9-12 Hz:
kontralateralnie o 38+5% (p<0,001) (ryc. 4)

istotnym ipsilateralnym zmniejszeniem Fmax w pasmie 6-9 Hz z 7,58+0,04
Hz do 7,11+0,04 Hz (p<0,01) (tab. 1B)

W zapisie spontanicznym nastapilo ipsilateralne zmniejszenie Pmax w pasmach
6-9 Hz (o 23,943,4%, p<0,01) i 9-12 Hz (o 29,8%2,8%, p<0,01) oraz
kontralateralny wzrost Pmax w pasmie 3-6 Hz (0 20,416,3%, p<0,01) (ryc. 4).

B/ na 5. dzien po lezji:

istotnym zmniejszeniem Pmax w pasmie theta 3-6 Hz: ipsilateralnie o 62+2%
(p<0,001) i kontralateralnie o 34+4% (p<0,001) (ryc. 4)

istotnym zwigkszeniem S$rednich warto$ci Pmax w pasmie theta 6-9 Hz:
ipsilateralnie o 35+9% (p<0,001) i kontralateralnie o 205+25% (p<0,001)
(ryc. 4)

istotnym zwigkszeniem Srednich wartosci Pmax w pas$mie theta 9-12 Hz:
ipsilateralnie o 92+8% (p<0,001) i kontralateralnie o 178+15% (p<0,001)
(ryc. 4)
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Ryc. 3. Wplyw jednostronnej lezji VTA na hipokampalny zapis EEG i jego widmo mocy
w polkuli ipsi- i kontralateralnej do lezji (przyklad). Gorna czg§¢ ryciny przedstawia probke
spontanicznego sygnatu EEG i wywolanego sensorycznie rytmu theta oraz ich widma mocy
w warunkach kontrolnych. Srodkowa czeséé ryciny przedstawia EEG i jego widmo mocy przed
i podczas stymulacji sensorycznej po lezji VTA. Dolna czgs¢ ryciny przedstawia analogiczne
fragmenty zapisu i ich widma mocy otrzymane 5. dnia po lezji.
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SPONTANICZNY EEG
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Ryc. 4. Wplyw jednostronnej lezji VTA na maksimum mocy DFT hipokampalnego sygnatu EEG
w poltkuli ipsi- i kontralateralnej do lezji przed i podczas sensorycznej stymulacji. Wartodci Pmax
otrzymane podczas 1-godzinnych rejestracji: przed lezja, bezposrednio po lezji i 5. dnia po lezji
usredniono w 3 grupach danych. Zmiany mocy przedstawiono w odniesieniu do $redniego
poziomu przedlezyjnego. Sygnal EEG analizowano osobno w pasmie 1-3 Hz, oraz w 3 pasmach
skladajacych si¢ na zakres rytmu theta (RSA): 3-6 Hz, 6-9 Hz i 9-12 Hz. Przedstawiono warto$ci
$redniexS.E.; * - p<0.05 (test Scheffe'a).
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W zapisie spontanicznym nastapit obustronny wzrost Pmax (odpowiednio ipsi-
i kontralateralny): w paémie 3-6 Hz (o 85,9£10,2%, p<0,001 oraz 147,4+17,1%,
P<0,01), w pasmie 6-9 Hz (o 141,0+11,6%, p<0,01 oraz 162,9+14,8%, p<0,05)
i w pasmie 9-12 Hz (o 108,4+10,6%, p<0,01 oraz 142,6+13,4%, p<0,01),
a takze kontralateralny wzrost Pmax w pasmie 1-3 Hz (o 51,5+7,4%, p<0,05)
(ryc. 4).

Weryfikacja histologiczna miejsc iniekcji i przykladowa lezja VTA
przedstawione zostaty naryc. 5 A i B.
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Rye. 5. Lokalizacja zakoniczen kaniul iniekeyjnych (A) i przykladowa lezja elektrolityczna VTA
(B).

Podsumowanie i wnioski

Wyniki otrzymane w niniejszej pracy mozna podsumowac nastepujaco:
1/ zaréwno po przejsciowej inaktywacji jak i po definitywnym uszkodzeniu
okolicy VTA obserwowane sa zaburzenia w generacji hipokampalnego rytmu
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theta, 2/ zaburzenia te polegajg na zmniejszeniu maksimum mocy w zakresie
pasma theta i zmianie czgstotliwosci, przy ktérej wystepuje to maksimum mocy,
3/ pomimo jednostronnej ingerencji zmiany maja charakter dwustronny, choé¢ po
uszkodzeniu (szczegblnie we wezesnym okresie po lezji) wyrazone sg silniej po
stronie ipsilateralne;j.

Otrzymane wyniki sugeruja, ze VTA: 1/ nalezy do systemu o$rodkéw
pnia mézgu wiaczonych w synchronizacje rytmu theta, 2/ wywiera wplyw na
aktywno$¢ hipokampa poprzez modulacj¢ amplitudy i synchronizacje
czestotliwoscei sygnatu.
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