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Streszczenie

Badano aktywno$¢ elektroencefalograficzng  preparatéw  formacji
hipokampa pobieranych od szczuréw premedykowanych roztworem blokera
synaps elektrycznych, karbenoksolonu (CARB, 100 mg/kg). Wykazano,
ze dootrzewnowe podanie CARB znosi przejsciowo cholinergicznie
wywolywany rytm theta oraz skorelowang z nim aktywnos¢ komoérek
piramidowych pola CA3c formacji hipokampa in vitro. Obserwowany efekt byt
catkowicie odwracalny i zalezal od czasu odroczenia procedury preparowania
skrawkoéw od dootrzewnowej iniekcji karbenoksolonu.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze synapsy elektryczne sa istotnym
elementem zapewniajacym poziom synchronizacji aktywnosci sieci neuronalnej
formacji hipokampa,  niezbedny do powstawania rytmu theta. Efekt
zablokowania synaps elektrycznych ma charakter odwracalny.

Wstep

Rytm theta jest wysokoamplitudowa, wolnofalowa aktywnoscia
elektroencefalograficzna (EEG) generowang w strukturach ukfadu limbicznego,
w tym w formacji hipokampa (HPC). Aktywnos$¢ ta powiazana jest
z roznorodnymi wzorcami behawioralnymi, procesami uwagi i zapamigtywania
a takze integracja proceséw czuciowo-ruchowych [2, 3]. Rytm theta stanowi
najbardziej charakterystyczny przyklad  proceséw oscylacyjnych
i synchronizacyjnych zachodzacych w sieciach neuronalnych osrodkowego
ukladu nerwowego. Koncepcje dotyczace generowania rytmu w formacji
hipokampa zakladaja, ze potencjaly polowe rejestrowane zewnatrzkomorkowo,
w postaci rytmicznej aktywnosci theta, powstaja w wyniku przestrzennego
sumowania si¢ synchronicznych potencjaléw postsynaptycznych, generowanych
w poszczegélnych warstwach HPC. U podstaw proceséw zwigzanych
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z sumowaniem si¢ w czasie aktywnosci pojedynczych neurondw lezy zdolnosé
komunikowania si¢ komérek nerwowych pomigedzy sobg. Odkrycie
w poczatkach lat 30-tych chemicznego przekaZnictwa synaptycznego [17]
zdominowalo na szereg lat kierunki badawcze dotyczace wspoldzialania
komorek nerwowych. Jednakze badania Furshpana i Pottera z lat 50-tych
wykazaly, ze poza chemicznym przekaznictwem synaptycznym istnieje rowniez
szybkie przekaznictwo przez tzw. ,szlaki elektryczne” [7]. Nastepne lata
przyniosty kolejne obserwacje dotyczace elektrycznego komunikowania sig
komérek nerwowych. Na poczatku lat 60. Robertson opisat strukture
morfologiczng synaps elektrycznych, wystgpujacych w komérkach Mauthnera
rdzenia krggowego zlotej rybki [20]. Przelomowe wydaja si¢ jednak badania
Benetta, ktére wykazaty obecno$¢ synaps elektrycznych w osrodkowym
ukladzie nerwowym wyzszych kreggowcow [1]. Synapsy elektryczne to blonowe
struktury kanalowe okreslone jako tzw. polgczenia szczelinowe (ang. gap
junctions, GJs). Biochemiczna identyfikacja biatek tworzacych heksagonalng
strukturg gléwnego kanalu pofaczenia szczelinowego (koneksonu) opisana
zostala przez Kumara i Gilula w roku 1986 [16]. Dzigki polaczeniom
szczelinowym istnieje mozliwo$¢é natychmiastowego przemieszczenia si¢ pradu
jonowego pomigdzy komorkami zgodnie z roznica potencjatéw [18]. Synapsy
elektryczne mogg by¢ zatem istotnym elementem strukturalnym mechanizméw
synchronizacyjnych i oscylacyjnych w sieciach neuronalnych OUN [4, 6, 8, 9,
19, 22, 23, 24, 25].

W roku 1987 opracowaliSmy model wywolywania rytmu theta
w skrawkach formacji hipokampa in vitro, perfundowanych sztucznym plynem
moézgowo-rdzeniowym, zawierajacym agonist¢ receptora cholinergicznego —
karbachol [10, 12, 13, 14, 15]. Badania prowadzone w naszym laboratorium
pozwolity ustali¢, ze rejestrowana w warunkach pozaustrojowych aktywno$é
oscylacyjna odtwarza wigkszos$¢ cech rytmu theta wystepujacego in vivo [10].
Czgstotliwos¢ oraz amplituda rytmu theta rejestrowanego zar6wno in vitro, jak
i in vivo posiadajg bardzo podobne zakresy, a oba wzorce aktywnosci
elektroencefalograficznej pojawiaja si¢ w kilkusekundowych epizodach. Oba
wzorce EEG posiadajg podobne podloze neurotransmisyjne wyrazajace si¢
dynamicznym  wspoldziatlaniem  pomigdzy  ukladem  cholinergicznym
i GABAergicznym. Co wigcej, rozwdj ontogenetyczny w obu przypadkach
przebiega podobnie i, co szczegblnie wazne, wzorce aktywnosci
wewnatrzkomérkowej zwiazanej z rytmem theta zaréwno in vivo jak i in vitro sa
zblizone [10].

W prowadzonych przez nas badaniach in vitro zajmowali$my si¢ rowniez
problemem bezposredniego udziatlu polaczen szczelinowych w powstawaniu
hipokampalnego rytmu theta. Stosujac dwa blokery polaczen szczelinowych,
chining i karbenoksolon (CARB), wykazalisSmy, ze synapsy elektryczne biorg
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udzial w powstawaniu rytmu theta wywolywanego in vitro stafym, tonicznym
pobudzeniem cholinergicznym: wywolany rytm byt nieodwracalnie znoszony
przez oba uzyte blokery [13].

W obecnych doswiadczeniach badaliSmy zdolnos¢ generowania rytmu
theta w skrawkach pobranych od szezuréw poddawanych wczesniej
dootrzewnowym iniekcjom karbenoksolonu. Stosujac taki ukiad doswiadczalny
chcieliémy uzyska¢ odpowiedZz na pytanie, czy efekt zniesienia rytmu theta
w skrawkach HPC po zablokowaniu synaps elektrycznych struktury jest
odwracalny.

Material i metody

Doswiadczenia przeprowadzono na 164 preparatach formacji hipokampa
pobranych od 24 szczuréw. Zwierzeta poddawano dootrzewnowej iniekcji
karbenoksolonu (100 mg/kg) 1, 2, 3, 4, 6, 8 oraz 12 godzin przed rozpoczgciem
preparowania skrawkéw HPC (Rye. 1.). Nastgpnie zwierzgta byly
anestetyzowane eterem, dekapitowane, a z mozgéw preparowane byly skrawki
formacji hipokampa (~500 um). Skrawki preinkubowano w sztucznym plynie
mézgowo rdzeniowym w temperaturze pokojowej przez 60 min. a nastgpnie
umieszczano w interfazowym basenie inkubacyjnym, w ktérym kontrolowana
byla temperatura (35°C), szybkoé¢ przeptywu (1.5 ml/min.) oraz stopien
natlenowania plynu perfundujacego. Aktywnos¢ EEG wywolywana byla
perfuzja preparatéw roztworem karbacholu (50 puM) w sztucznym plynie
mézgowo-rdzeniowym. Sygnat EEG rejestrowany byl z obszaru CA3c¢ formacji
hipokampa przy uzyciu elektrod szklanych o opornosci 5 — 8 MQ. Podczas
rejestracji aktywnosci EEG ta sama elektroda wykorzystywana byla do
rejestracji aktywnosci pojedynczych neuronoéw technika zewnatrzkomérkowa.
Sygnal aktywnosci polowej (EEG) oraz aktywnosci pojedynczych neuronéw
rozdzielano za pomoca wejéé wysokoopornosciowych. Dla uzyskania zapisu
aktywnosci polowej rejestrowany sygnat EEG filtrowano (1-30 Hz)
i wzmacniano (x1000) (Grass — Astromed P511). W celu zarejestrowania
aktywnosci pojedynczych neuronéw sygnat filtrowano (0.3-3 Hz) i wzmacniano
(x 10000) (Grass — Astromed P511). Zapis aktywnosci elektroencefalograficzne;j
oraz pojedynczych neuronéw dokonywany byt na tasmie VHS (rejestrator FM
Sony 420M - Vetter), przy ciaglym monitorowaniu wzrokowym na
oscyloskopie cyfrowym (Tektroniks TDS 3014) oraz audiomonitorze (Grass
AM-8). Archiwizacja danych oraz analiza off-line dokonana zostala przy
pomocy programu Spike 2-4.22 (Cambridge Electronic Design Ltd.).
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Ryc. 1. Schemat procedury do$wiadczalnej, szczegoly w tekscie. Kalibracja 0.1sek., 500 puV.
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Wyniki

W obecnych badaniach rejestrowalismy aktywno$¢ EEG preparatéw
formacji  hipokampa  pobieranych od  szczuréw  premedykowanych
karbenoksolonem, blokerem synaps elektrycznych (100 mg/kg). Preparaty
formacji hipokampa pobierane od premedykowanych zwierzat, perfundowane
roztworem agonisty cholinergicznego karbacholu generowaly dwa rodzaje
zsynchronizowanej  aktywno$ci  elektroencefalograficznej:  aktywno$¢
epileptyczna lub rytm theta. Poza polowa aktywnoscia EEG, w przedstawionej
pracy rejestrowano rowniez aktywnos$¢ pojedynczych neuronéw. Rycina 2
przedstawia wzorce aktywnosei pojedynczych komérek nerwowych pola CA3c¢
formacji hipokampa wystepujace jednoczesnie z aktywnoscia polowa,
rejestrowang w obecnych doswiadczeniach.
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Rye. 2. Wplyw dootrzewnowych iniekeji karbenoksolonu na wywolywang cholinergicznie
aktywno$¢ EEG in vitro. Rycina przedstawia przykladowe zapisy aktywnos$ci polowej (gorny
panel) oraz aktywnosci pojedynczych neuronéw (dolny panel) dokonywane przy czasie odroczenia
procedury preparowania wynoszacym odpowiednio: 1 h (A), 4 h (B) oraz 8 h (C). Szczegoly
w teksdcie. Kalibracja 0.1sek., 500 pV.
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Wplyw dootrzewnowych iniekcji karbenoksolonu na zdolnoéé¢ skrawkow
formacji hipokampa do generowania synchronicznych wzorcéw EEG
w zaleznosci od czasu odroczenia pomigdzy iniekcja CARB a preparowaniem
skrawkéw przedstawiony zostal na rycinie 3. Dootrzewnowa iniekcja
karbenoksolonu powodowala zanik zdolnosci generowania rytmu theta
w preparatach HPC. Efekt ten byl w pelni odwracalny. Iniekcja CARB
dokonywana | — 3 godziny przed preparowaniem skrawkéw, w duzym stopniu
zmniejszata prawdopodobienistwo pojawienia si¢ rytmu theta w preparatach
poddanych nastgpnie pobudzeniu cholinergicznemu (nie wigcej niz 21%
preparatow generowalo rytm theta). Wigkszos¢ preparatéw nie generowala
zadnej aktywnosci zsynchronizowanej (cisza EEG) lub wystgpowala jedynie
nieregularna aktywnos¢ epileptyczna (Ryc. 3.). Wraz z wydluzaniem czasu
odroczenia pomigdzy iniekcja CARB a preparowaniem skrawkéw wazrastalo
prawdopodobienstwo zarejestrowania rytmu theta. Gdy okres odroczenia
procedury preparowania wynosit 6 — 8 godzin, rytm theta rejestrowany byt w 50
— 62 % preparatow. Catkowity powrét zdolnosci skrawkow hipokampalnych do
generowania rytmu theta (ok. 78% badanych preparatéw) zaobserwowano gdy
czas odroczenia procedury preparowania wynosit 12 godzin (Rye. 2.).
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Ryc. 3. Wplyw dootrzewnowych iniekcji karbenoksolonu na wywolywana cholinergicznie
aktywno$¢ EEG in vitro. Wykres przedstawia prawdopodobienstwo wywolania rytmu theta lub
aktywnosci epileptycznej wyrazone liczbg preparatéw w procentach.
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Dyskusja

W obecnych do$wiadczeniach badalismy aktywnos¢ EEG preparatow
formacji hipokampa pobranych od szczuréw poddawanych wczesniej
dootrzewnowym iniekcjom karbenoksolonu, blokera synaps elektrycznych.
Wykazaliémy, ze CARB znosi przejéciowo cholinergicznie wywotywany rytm
theta oraz skorelowang z nim aktywnos$¢ komorek piramidowych pola CA3c,
gléownego wewnatrzhipokampalnego generatora rytmu [12, 15]. Efekt ten byt
catkowicie odwracalny i zalezal od czasu odroczenia procedury preparowania
skrawkéw od dootrzewnowej iniekcji karbenoksolonu.

Badania prowadzone od konca lat 80. ubieglego wieku wskazywaly na
istotna rolg synaps elektrycznych w powstawaniu synchronicznej aktywnos$ci
EEG w osrodkowym ukladzie nerwowym. W badaniach tych wykazano, ze
polaczenia szczelinowe biorg udzial w powstawaniu aktywnosci epileptycznej
(4, 8, 9, 19, 22, 24] rytmu gamma [23] i tzw. szybkich oscylacji, 150-200 Hz
[6, 25]. Co ciekawe, istnieje niewiele danych doswiadczalnych dotyczacych
udziatu przewodnictwa elektrycznego w powstawaniu rytmu theta. Moze by¢ to
zwiazane z faktem, ze podawanie blokeréw potaczen szczelinowych
w warunkach in vivo (anastetyzowanym czy swobodnie poruszajacym sig
szczurom), moze wywolywacé szereg niespecyficznych zaburzen fizjologicznych
a przy zastosowaniu wysokich dawek, efekt letalny jest wielce prawdopodobny
[S, 21].

Pierwsze dane sugerujace mozliwos¢ uczestnictwa  polaczen
szczelinowych w generowaniu rymu theta w warunkach in vivo opublikowane
zostaly przez Konopackiego i wsp. w roku 2003. Autorzy ci, analizujac
korelacje aktywnosci pojedynczych neuronéw formacji hipokampa z rytmem
theta, wprowadzali do badanego neuronu barwnik, neurobiotyng. Interesujacy
byt fakt, ze w 25% wszystkich barwiefi neurondw, ktérych aktywno$¢ zwiazana
byla z rejestrowanym polowo rytmem theta, barwnik dyfundowal do kilku
neuronéw (wybarwieniu ulegata wigcej niz jedna komoérka) [11]. Obserwacja ta
sugerowata posrednio, ze istniejace polaczenia szczelinowe pomigdzy
neuronami formacji hipokampa moga by¢ istotnym elementem strukturalnym,
zapewniajacym  stopiefi  synchronizacji —aktywnosci elektrofizjologicznej
neuronéw, niezbedny dla powstawania rytmu theta in vivo.

Wyniki uzyskane w obecnej pracy (zniesienie rytmu theta in vitro po
podaniu CARB) sa zgodne z naszymi wcze$niejszymi badaniami [13].
W do$wiadczeniach tych wykazaliémy, ze synapsy elektryczne zlokalizowane
w obszarze komorek piramidowych CA3 hipokampa biora udzial
w powstawaniu rytmu theta wywolywanego in vitro stalym, tonicznym
pobudzeniem cholinergicznym. Perfuzja preparatéw formacji hipokampa
roztworami blokeréw polaczen szczelinowych, karbenoksolonu lub chininy
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znosita rytm theta. Efekt ten byt jednak nieodwracalny [13]. Wezedniejsze
do$wiadczenia Rosa i wsp. [22] przeprowadzone in vitro wykazaly, ze
karbenoksolon nieodwracalnie obniza czgstotliwo$¢ wytadowan epileptycznych.
Autorzy ci wigzali ten efekt z uszkadzajacym dzialaniem karbenoksolonu na
tkanke nerwowa. Nasze obecne badania przeprowadzone byly na
niestosowanym wezesniej modelu do$wiadczalnym. To nie preparaty formacji
hipokampa poddawano dziataniu CARB, a szczury od ktérych pobierano
nastepnie skrawki formacji hipokampa poddawano dootrzewnowej iniekcji
karbenoksolonu. Przeprowadzone badania wskazuja, ze blokujace dzialanie
karbenoksolonu na zdolno$¢ do generowania rytmu theta przez preparaty
formacji hipokampa moze by¢ w pelni odwracalne. Powrét zdolnosci do
generowania rytmu theta do wartoéci kontrolnych zaobserwowali$my, gdy czas
odroczenia pomiedzy dootrzewnowym podaniem CARB a preparowaniem
skrawkéw wynosil 12 godzin. Brak powrotu rytmu theta w poprzednich
badaniach in vitro [13] wynikal prawdopodobnie ze zbyt krétkiego czasu
wyplukiwania karbenoksolonu z tanki moézgowej. Na tej podstawie
przypuszczamy, ze efekt dzialania CARB ogranicza si¢ do wplywu na

mechanizmy synchronizacji a nie wynika z trwalego uszkodzenia tkanki
nerwowe;j.
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