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Santrauka

Zinduoliy viduriniyjy smegeny keturkalnio virsutiniai kalneliai ir jy atitikmuo varliagy-
viuose — regos tectum — yra svarbus vaizdinés informacijos apdorojimo centras. [vairiy klasiy
stuburiniams (varliagyviams, paukséiams, zinduoliams) Sios anatominés strukturos funkcija ir san-
dara islieka panasi. Tyrimui buvo pasirinkta varlé del galimybes islaikyti integruoto akies-tectum
preparato gyvybinguma bei atlikti viso neurono vidulgstelinj registravima kartu su kalciui jautriy
dazy fluorescenciniu vaizdinimu. Varliagyviy tectum didzioji dalis vaizdinés informacijos apdo-
rojama kriausiniy neurony, turinciy isvystytus dendritinius medzius bei gaunanciy informacija
is tinklainés mazginio sluoksnio neurony. Tirta, ar informacijos apdorojime dalyvauja aktyvus
procesai — veikimo potencialai. Rezultatai parodeé, kad vaizdinis dirginimas tectum neurony dend-
rituose sukelia dideliu greiciu plintancig kalcio koncentracijos kitimo banga, tiksliai sutampancia
su vidulagsteliniu elektrodu registruotais veikimo potencialais, bet nesutampancig su sinapsinémis
srovémis. Sj koncentracijos kitima panaikina kalcio kanaly blokatoriai nimodipinas ir Cd**, o tai
reiskia, kad kalcis patenka j lastele pro aktyvuotus elektrinius kalcio joninius kanalus. Tai, kartu
su dideliu plitimo grei¢iu, rodo, kad uz kalcio koncentracijos kitima lasteléje atsakingi dendri-
tais plintantys veikimo potencialai. Galima teigti, jog Sie veikimo potencialai tectum dendrituose

atlieka svarby vaidmenj vaizdinés informacijos integravime ir elgsenos reguliavime.
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Summary

The superior colliculus in mammals and its analog in amphibians — the optic tectum —
is an important visual information processing center. In various classes of vertebrates, such as
amphibians, avians and mammals, the organization and function of this anatomical structure is
similar. The optic tectum of the frog was chosen for this analysis because of the possibility to
ensure the vitality of the integrated eye-tectum preparation as well as the ability to perform whole-
cell voltage clamp recordings with fluorescent calcium sensitive dye imaging. In the optic tectum
of amphibians, the majority of visual information is processed by pear shaped neurons possessing
well developed dendritic trees which receive synapses from the ganglion cells of the retina. The
presence of active dendritic properties (action potentials) in these neurons was investigated. The
results indicate that visual stimulation of the optic tectum evokes rapid calcium concentration
transients corresponding with action potentials detected via patch clamp registration. These
transiens, however, do not correlate with synaptic currents. Calcium channel blockers nimodipine
and Cd** block the dendritic calcium concentration increase. These findings, in addition to the
rapid propagation velocity, are consistent with action potentials, actively spreading along the
dendritic tree. It can be argued that the propagation of somatic action potentials along the
dendrites plays a role in the integration and processing of visual information and the control of

the frog’s behavior.
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Ivadas

Zemesniyjy stuburiniy regos tectum (lot. stogas) — Zinduoliy viduriniyjy smegeny ke-
turkalnio virsutiniyju kalneliy atitikmuo — atsakingas uz didziosios dalies vaizdinés informacijos
apdorojima [1-4]. Varliy tectum inicijuojamas ir motorinis atsakas i vaizdinius dirgiklius, pvz.
vabzdziy gaudymas ar plésriiny vengimas [1]. Zinduoliy organizmuose pagrindiné vaizdinés in-
formacijos apdorojimo vieta yra smegeny Zievé [5], taciau virSutiniai keturkalnio kalneliai islieka
atsakingi uz tokius veiksmus kaip akiy judesiai, zZvilgsnio nukreipimas j démesio objekta bei vaiz-
do stabilumo islaikymas sakaduy metu [6-10]. Keturkalnio struktura ir funkcinés savybés islieka
panasios daugelyje klasiy stuburiniy, tokiose kaip varliagyviai, paukséiai ir primatai [4,11-13]. Ir
zinduoliy, ir varliagyviy keturkalniy pavirsiniai lasteliy sluoksniai gauna informacija is tinklainés
ganglijy lasteliy, o gilesniyju sluoksniy neuronai siuncia impulsus j motorinius centrus [2,11,14-16].
Siy panasumy déka atsiveria galimybés tiriant eksperimentams palankesnius Zemesniuosius stubu-
rinius gauti daug vertingos informacijos apie visiems stuburiniams bendras vaizdinés informacijos

apdorojimo savybes [17-19].

Didzioji dalis vaizdinés informacijos varliagyviy smegenyse yra apdorojama regos tectum
6-8 sluoksniuose iSsidésciusiuose kriausiniuose neuronuose, turinc¢iuose iSvystytus dendritinius me-
dzius [2,3,15,16]. Su Siais dendritais sinapses sudaro tinklainés mazginio sluoksnio neurony akso-
nai [20,21]. Siy dendrity savybiy tyrimas yra svarbus siekiant suprasti varliagyviy, o tuo paciu ir

zinduoliy, vaizdinés informacijos apdorojimo ypatybes.

Turintys joniniy kanaly, aktyvus dendritai gali atlikti sudétinga sinapsiniy signaly integra-
vima taip Zenkliai padidindami informacijos apdorojimo galimybes neuronuose [22-24]. Anksciau
atlikti tyrimai parode, kad tectum kriausiniy neurony dendrituose aktyviai plinta veikimo poten-
cialai [2,15]. Ta rodo neurony kunuose registruojama auksta veikimo potencialy amplitudé [25,26].
Virsutiniuose tectum sluoksniuose, kuriose néra neurony kuny, buvo uzregistruota nuo kalcio jony
priklausoma dendrity membranos depoliarizacija [27,28]. Buvo atlikti tyrimai, parode NMDA re-
ceptoriy sinapsése bei veikimo potencialy sukeltas dendritines kalcio sroves buozgalviu tectum [17],
taciau panasiy tyrimy su suaugusiomis varlémis atlikta nebuvo. Todél nuspresta atlikti suaugusios
varles regos tectum preparato fluorescencinj kalcio jony vaizdinima registruojant lastelés aktyvuma

prisiurbiamu mikroelektrodu fiksavus lastelés potenciala.



Darbo tikslas — istirti regos stimuly sukelty signaly integravimg tectum neuronuose

naudojant vidulgstelinj registravima, kartu su Ca?* jautriy dazy fluorescenciniu vaizdinimu.
Uzdaviniai:
1. Nustatyti Ca®" koncentracijos padidéjimo vaizdo tectum lastelése priklausomybe nuo regos
stimulo;

2. Nustatyti Ca*" koncentracijos padidéjimo vaizdo tectum lastelése priklausomybe nuo veikimo

potencialy;

3. Nustatyti Ca*" jony jtekéjimo mechanizmus.



1 Literaturos apzvalga

Rega — daugelio gyvuny svarbiausias jutimas, kuriam dél sudétingos jutimo organy san-
daros bei dideliy informacijos apdorojimui skirty smegeny resursy daugiau nei kity modalumy
jusléms démesio skiria mokslininkai, ypa¢ anatomai bei fiziologai [29]. Svarbi aplinkybeé, leidusi
tyrinéti ir suprasti regos evoliucija bei fiziologija yra tai, kad regos sistemos pagrindiniy daliy
struktura bei funkcija skirtingy klasiy stuburiniuose yra panasi [4]. Tai yra svarbu dél to, kad
zemesniyjy stuburiniy, tokiy kaip varliagyviai, paprastesné anatominé sandara leidzia atlikti sudé-
tingus, invazyvius eksperimentus, kuriy metu sudétingesniy gyvuny vizualinés sistemos preparatai
in vitro buty negyvybingi, ta¢iau gautus rezultatus galima apibendrinti ir paukséiams ar zinduo-
liams [11,13]. Todél yra tikslinga apzvelgti dél minéty priezasciy eksperimentams pasirinktos

varlés Rana temporaria regos sistema.

Varlé aplinkoje orientuojasi regos pagalba — akimis aptinka ir grobj, ir potencialius plées-
runus. Pakitus kuno padéciai, stebimi kompensaciniai akiy judesiai. Taciau varlés regos sistema
yra paprasta ir nereaguoja i stacionarius aplinkos elementus [3]. Varlés akis yra trumparegé (mio-
piska), mazdaug —6 D, o tai yra privalumas, kadangi labiau issiskiria priekiniame plane esantys
objektai. Akomoduojant vyzdys pleciasi. Varlés tinklainé sudaryta is trijuy sluoksniy su lgstelémis
— iSorinio, vidurinio ir vidinio grudétyjy sluoksniy, ir dviejy nerviniy skaiduly sluoksniy — vidinio
ir iSorinio tinkliniy sluoksniy. Varlés dalinai skiria spalvas — turi zaliai ir raudonai spalvai jautriy
kugeliy. | smegenis aksonai eina tik i$ vidinio grudétojo sluoksnio mazginiy neurony; kity sluoks-
niy neuronai sudaro vertikalius bei horizontalius rysius ir yra atsakingi uz informacijos apdorojima

tinklainéje [2]. Skiriamos penkios mazginiy neurony klases [8]:

o 1l-osios klasés neuronai, aptinkantys objekty krasta. Atsaka sustiprina judesiai.

o 2-osios klasés neuronai, reaguojantys j objekty iSgaubtumag. Manoma, kad jie padeda aptikti

grobio galva. Sie neuronai neveiksmingi aplinkoje su dideliu foniniu vaizdiniu triuksmu.

» 3-osios klasés neuronai, aptinkantys apsviestumo pokycius; reaguoja j dirgiklio dydj, bet ne

forma.
o 4-osios klasés neuronai, reaguojantys j matymo lauko pritemima.
o 5H-osios klasés neuronai, atsakingi uz toninj apsviestumo pojutj.
Tik 3 ir 4 klasés neurony aksonai yra mielinizuoti. IS viso, varliy regos nerva sudaro
mazdaug 470 000 nemielinizuoty ir 15 000 mielinizuoty nerviniy skaiduly. Sios skaidulos regos

nervu eina j priesingos pusés regos tectum, zinduoliy keturkalnio virsutiniyjy kalneliy atitikmenj,

kuris varliagyviuose yra galutiné ir svarbiausia vaizdinés informacijos apdorojimo vieta [16].

Varliy regos tectum integruojami regos ir kity jutimy signalai atpazjstant grobj, potencia-

lius plésrunus ir aplinkos savybes ir koordinuojami orientavimosi, grobio puolimo ar gelbéjimosi



nuo pavojaus atsakai. IS tectum iSeina trys pagrindinés jungtys: i priesingos pusés tectum, j sme-
geny kamieng rostraliau nucleus interpeduncularis, ir | nucleus isthmi bei virsutine alyva. Dalis
skaiduly i nusileidzian¢iyju komponendiy eina j tinklinj darinj [30]. Pats tectum sudarytas i$ 8
neurony ir nerviniy skaiduly sluoksniy. Skiriamos tokios nerviniy skaiduly sistemos: pavirsine,
esanti virSutiniuose tectum sluoksniuose, viduriné, kurios skaidulos eina 7-ajame tectum sluoksny-
je statmenai pavirsiniy atzvilgiu, ir gilioji, kurios negausios skaidulos netvarkingai issidésciusios

3-iame ir 5-ame tectum sluoksniuose [16].

Egzistuoja dvejopas varliy tectum reguliuojamas atsakas j vaizdinius dirgiklius: orienta-
vimasis | mazus dirgiklius (atitinka grobio puolima) ir dideliy dirgikliy vengima (atitinka bégima
nuo pavojaus) [6]. Abieju tipy atsaka galima iSgauti stimuliuojant tectum elektrine srove: vengimo
atsakas sukeliamas stimuliuojant rostraline tectum sritj, atitinkancia regos lauko priekine dalj. Tai
reiskia, kad Sioje regos lauko dalyje slenkstis, reikalingas sukelti vengimo atsaka yra mazesnis nei
reikalingas sukelti puolima [31]. Uz informacijos integravima ir atsako generavima atsakingi 6-8
tectum sluoksnyje esantys kriausiniai neuronai, turintys labai iSvystytus dendritinius medzius [15],

kas lemia sudétingg tectum sudaranciy neuroniniy tinkly struktura.

Siy tinkly funkcines galimybes apdoroti vaizdine informacijg ir parinkti tinkama elgsena
gerokai iSplecia aktyvios dendrity savybes, t.y. galimybé generuoti veikimo potencialus [22-24].
Anksciau atlikti tyrimai parodé, kad tectum virSutiniuose sluoksniuose esanciuose dendrituose
vyksta nuo kalcio priklausoma membranos depoliarizacija [27]. Bollmann ir kt. [17] eksperimen-
tiskai jrodé, jog Xenopus genties buozgalviy regos tectum dendrituose vaizdinis dirginimas sukelia
Ca?* koncentracijos kitimus. Paaiskéjo, kad Siuos kitimus sukelia elektriniy kalcio jony kanaly at-
siverimas kaip atsakas ] NMDA sinapsinius signalus bei lastelés generuojamus veikimo potencialus.
Be to, nuo NMDA receptoriy priklausomi Ca** signalai kiekvieno neurono dendritiniame medy-
je atitiko dirgiklio lokalizacija regos lauke. Tai rodo tectum neurony dendrity svarby vaidmenj
neuroniniuose tinkluose, atsakinguose uz buozgalvio elgsenos reguliavima. Daugiau sia kryptimi
atlikty tyrimy rasti nepavyko, taciau problema yra aktuali ir papildomi tyrimai buty vertingi,
ypa¢ naudojant suaugusias varles, kuriy grobio aptikimo ir pavojaus vengimo elgsena yra daug

labiau isvystyta.
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2 Tyrimo metodika

Eksperimentams buvo naudojami integruoti varlés akies—tectum preparatai. Visos proce-
duros atliktos laikantis Europos Tarybos direktyvos ,dél valstybiy nariy jstatymuy ir kity teisés
akty, susijusiy su eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamy gyvuny apsaugos, suderi-
nimo“ (86/609/EEC).

Varlei (Rana temporaria) buvo sukelta bendriné nejautra panardinant i 0.1% trikaino
(MS-222) tirpala [32]; nejautros lygis tikrinamas mechaniniu dirgikliu. Varlei buvo nupjauta gal-
va ir panardinta j atsaldyta oksigenuoto didelés magnio koncentracijos (10 mmol) modifikuota
Ringerio tirpala. Norint pasiekti smegenis, pasalintas kaukoles skliautas bei tectum dengiantys
smegeny dangalai. Gautas preparatas ventraliniu pavirSiumi naudojant cianoakrilata priklijuotas
prie vibracinio mikrotomo laikiklio. Pasalinta kaudaliné tectum dalis, siekiant atidengti giles-
niuosius sluoksnius, kuriuose issidéste neurony kunai. Etiniais sumetimais bei siekiant uztikrinti
geresnj Ringerio tirpalo pritekéjima j smegeny skilvelius, pasalintos ir galinés smegenys. [ 25 ml
talpos registravimui skirta vonele pastoviu 15 ml/min grei¢iu buvo infuzuojamas modifikuotas
Ringerio tirpalas (113 mmol NaCl, 3 mmol KCIl, 20 mmol NaHCOj3, 1 mmol MgCl,, 1,3 mmol
CaCly, 5,5 mmol gliukozés, pH 7,4). Kairioji varlés akis buvo atsukta j stikline registravimo vone-
lés sieng, uz kurios stovéjo kompiuterio ekranas. Lasteliy aktyvumo vidulastelinis registravimas
buvo atliktas naudojant mikroelektrody pipetes, uzpildytas 130 mmol kalio gliukonato, 10 mmol
KCl, 10 mmol HEPES, 1 mmol ATP (pH = 7,3). Mikroelektrody varza — 20-40 M; elektrodai
ivesti j 6 sluoksnio neurony kunus mikroskopo kontroléje, esant jstriziniam apsvietimui [33]. Istri-
zinis apsSvietimas buvo naudotas todél, kad varlés galva néra permatoma naudojant standartine

IR-DIC (Infraraudonyju spinduliy diferencialinés kontrastinés mikroskopijos) optika.

Naudoti du vaizdinio stimuliavimo tipai: kompiuterio ekrano uztemimo (,,OFF“ stimu-
las) [3] bei ~ 20° plocio juodo skritulio recepcinio lauko centre stimulas [34]. Minéti vaizdai rodyti
kompiuterio ekrane (75 Hz, 35 cm plocio, 17 cm aukséio), pastatytame 10 cm atstumu nuo kai-
riosios varlés akies. Tokiu budu gautas labai platus regos laukas — ekranas akies atzvilgiu uzémeé
120°. Registravimo kamera buvo uzdengta siekiant apsaugoti preparatg nuo iSoriniy sSviesos Sal-
tiniy (1A pav.). Ekrano centre 1 cm atitiko ~ 5,7° regos kampa. Ekrano skiriamoji geba buvo
1024 x 768 pikseliy, t.y. > 30 pikseliy/cm, todél minimalus galimas stimulas buvo < 0,3°. Tuo
tarpu, varlés tinklainés jautrumas yra ~ 1,5° [35]. Vaizdai buvo sugeneruoti naudojant atviro ko-
do programu paketa PsychoPy [36], kurio jjungimas buvo kontroliuojamas programos, parasytos

Labview aplinkoje.

Vaizdy registravimas atliktas aukstos raiskos (5,5 megapikseliu) greitaveike (iki 1000 kad-
ry per sekunde) sCMOS vaizdo kamera. [ mikroelektrodo pipete buvo jleista 1-2 mmol kalciui
jautriy dazy OGB-1. Tam tikrais atvejais, siekiant geriau lokalizuoti distalinius dendritus, pa-

pildomai pridéta 0,4 mmol Alexa Fluor 488 hidralazido. Atlikus palyginamaja analize pipeciy,
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pripildyty tik OGB-1, ir pipeciy, pripildyty abejomis minétomis dazanciosiomis medziagomis,
proksimaliniuose dendrituose nestebéta dideliy atsako j kalcj reliatyviy amplitudziy skirtumy; ga-
lima daryti iSvada, kad Alexa Fluor 488 atsakingas tik uz maza dalj fluorescencinio atsako. Todél,
galutinei analizei buvo panaudoti duomenys, gauti abiejuy eksperimento varianty metu. Sudarius
kontakta tarp pipetés ir lastelés vidaus, laukta bent 20 min. kol dazai pasiskirstys lastelés cito-
plazmoje. Fluorescencijos vaizdai gauti apsSvietus preparata didelés galios 480 nm Sviesos diody
lempa naudojant U-MWIBA3 b 510-550 nm filtra. Stengtasi minimizuoti lempos sviesos patekima
i varles akis, kadangi tyrimai parodeé, jog diodinés lempos sviesa gali sukelti tectum neurony at-
saka ir netgi nejautruma dirginimui (veikiausiai dél tinklainés pazeidimo). Dél minéty priezasciy,
ant varlés galvos buvo uzdétas nepermatomas skydas, paliekant prie¢jima tik prie regos tectum.
Siekiant minimizuoti atspindzius, visi pavirsiai buvo nudazyti juodai, o diodinés lempos Sviesa

buvo nukreipta j registravimo vieta diafragmos pagalba.

Vaizdai gauti naudojant Solis programine jranga. Norint uztikrinti registravimo bei fil-
mavimo sinchronizacija, kamera buvo jjungiama registravimui naudojamos programos pagalba.
Sinchronizuoti padéjo ir ekrano uztemimo sukeltas fluorescencijos signalo pokytis. Sie pokyciai
veliau buvo panaikinti pasalinant foninj fluorescencijos signala. Vaizdy analizé atlikta IGOR Pro

6 programa.

Vaizdinis
dirgiklis
A 40x objektyvas B Ca ’

JeRY [ P T 0.5%

-“.\" .'t

A *f‘"-a" :
¥, _-. = '“;a'}'\\n
€ Sy Py
tectum
kontralateraliné Cb
akis
ekranas 05s 50 pA
100 um ———
— * %

1 pav. Eksperimento, skirto registruoti kalcio koncentracija dendrituose vizualinés stimuliacijos
metu, schema. A: Schema, rodanti varlés galvos pozicija mikroskopo bei ekrano atzvilgiu — vaiz-
dinis dirgiklis pateikiamas kompiuterio ekrane priesingoje puséje nei registruojamas neuronas. B:
15 skirtingo gylio vaizdy kompozicija, skirta vizualizuoti 6 varlés regos tectum sluoksnio neurong.
Isskirti staciakampiai rodo sritis, naudotas apskaiciuoti fluorescencijos intensyvumo kitimg laike,
parodyta Ca. Ca: du fluorescencijos intensyvumo grafikai 1 s trukmes vaizdinio stimuliavimo me-
tu (pilkas fonas); juodi taskai zZymi proksimalines dendrity Sakas, pilki taskai Zymi foninj signala
i§ srities, kurioje néra dendrity. Cb: Srovés, registruotos tame paciame neurone vaizdinio stimu-

liavimo metu; zvaigzdutés zymi veikimo potencialus.
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3 Rezultatai

Siekiant jvertinti kalcio koncentracijos poky¢ius dendrituose, kalciui jautria dazomaja me-
dziaga OGB-1 nudazyti 22 tectum virsutiniy kalneliy neuronai is 15-os varliy Rana temporaria.
Fluorescenciniai registruojamuy lasteliy vaizdai gauti vertikaliai virs tectum esanciu objektyvu (1B
pav.); kompiuterio ekranas buvo priesingoje puséje negu registravimo mikroelektrodo pipeté, ka-

dangi j tectum daugiausia aksony ateina i$ kontralateralinés pusés.

Fiksuojant OGB-1 fluorescencijos atsakg j vaizdinj stimulg, visose lastelése pokyciai ste-
béti tik srityse, kuriose iSsidéste dendritai — uz dendritinio medzio riby, fluorescencija nekito (1C
pav.). Nepaisant registracijoje naudoto potencialo fiksacijos metodo, neurono vidulastelinis po-
tencialas nebuvo pilnai kontroliuojamas, ka rodo uzregistruoti veikimo potencialai (1C pav. —
zvaigzdutes). Potencialo fiksavimas naudotas, kadangi, lyginant su srovés fiksavimu, naudojant
Sig technika grei¢iau jkraunama dendrity membrana bei lengviau atskirti somatines ir dendritines
signalo komponentes [37]. Dél §iy priezaséiy, buvo galima tiksliau nustatyti veikimo potencialo

sroviy atsiradimo laikus.

Siekiant patvirtinti tai, jog gauti signalai kilo butent i$ tiriamy neurony dendrity, kiekvie-
nam vaizdo pikseliui buvo istirta koreliacija tarp laikino fluorescencijos signalo bei fluorescencijos
amplitudés (2 pav). Absoliudiais dydziais, fluorescencijos signalo amplitudés buvo daug dides-
nes lastelés kune nei dendrituose (2A pav.). OGB-1 signalo amplitudés poky¢iai, sukelti ,OFF*
signalo, vidutiniskai buvo 1075 4 726 s.v. (santykiniai vienetai) neurono kune ir 163 4+ 67 s.v.
proksimaliniuose dendrituose, esan¢iuose 50-100 pm nuo kuno (n = 6,p < 0,05). Taciau norma-
lizavus pokycius viso vaizdo amplitudeés atzvilgiu, santykinis fluorescencijos pokytis dendrituose
yra 40 & 9%, t.y. daug didesnis palyginti su poky¢iu neurono kune — 6,1 £ 2,2%. Kadangi tyrimui
nebuvo naudotas konfokalinis mikroskopas, islieka galimybé, kad stiprus neurono kuno signalas
sukélé artefaktus kitose vaizdo dalyse. Todél buvo sugeneruoti grafikai, rodantys fluorescencijos
ampltudeés pokycius, sukeltus ,OFF* stimulo (2B—2D pav.). Stambiose proksimalinése dendrity
sakose OGB-1 fluorescencijos pokytis buvo pakankamai ryskus kiekvienam vaizdo pikseliui (vienas
pikselis atitiko mazdaug 0,8 pm. 2C pav. pavaizduota fluorescencija dendrite vizualinio stimulia-
vimo, sukélusiu veikimo potencialus neurono kune, metu. 2D pav. atidétas rysys tarp absoliuciy
pikseliy fluorescencijos verc¢iy ramybés ir dirginimo ,,OFF“ stimulo metu. Stebima ryski tiesinée
koreliacija (r? = 0,80,N = 231,p < 0,0001), rodanti, jog uz didZiaja fluorescencijos pokycio dalj
atsakingas kalcio koncentracijos kitimas dendrituose. Kadangi gauti tokie rezultatai net proksi-
maliniuose dendrituose, kuriuose signalo iskraipymo iS neurono kuno tikimybé didziausia, galima
teigti, jog iskraipymas i$ lastelés somos yra nereikSminga. Be to, kaip matyti iS 1 pav., foniné

fluorescencija stimuliavimo metu nekito (sviesiai pilki staciakampiai 1B ir 1C pav.).

Sekantis zingsnis buvo istirti kalcio koncentracijos kitimo priezastis. Pastebeéta, jog jis

susijes su veikimo potencialais, registruotais neurono kune. Nepaisant to, kad siekiant iSmatuoti
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2 pav. Kalcio signalas registruotas tik dendritinio medzio ribose. A: Kalcio indikatoriaus OGB-1
fluorescencijos atsakas j veikimo potencialus neurono kune (juodi taskai) ir proksimalinése dendrity
Sakose (pilki taskai). Aa dalyje pavaizduotos absoliucios intensyvumo vertés, tuo tarpu Ab dalyje
fluorescencijos intensyvumas normalizuotas visame vaizdo plote registruoto intensyvumo vidurkiu
atzvilgiu. B: Proksimalinés dendrito Sakos fluorescencijos vaizdas. C Fluorescencijos intensyvu-
mas iSilgai B dalyje pavaizduotos pilkos linijos. D: Fluorescencijos intensyvumo nesant dirginimo
rySys su intensyvumu tame paciame taske vizualinés stimuliacijos metu. Pilka tiesé — rysio tarp

kintamuyjy tiesinis modelis.

sinapsines sroves buvo fiksuota jtampa, dideliy dendritiniy medziy membranos potencialas nebuvo
fiksuotas, ka rodo vizualinio stimuliavimo metu kartu su sinapsinémis srovémis stebéti veikimo
potencialai [34,38]. 3 pav. matyti visiskas veikimo potencialy bei fluorescencijos signaly — kal-
cio koncentracijos kitimo — sutapimas. 3A pateiktas fluorescencijos signalo atsakas j vaizdinj
stimuliavima,; Sviesiai pilka kreive paveikslo virsuje — somatiné srove, uzregistruota neurono ku-
ne. Matomi generuoti veikimo potencialai. Zemiau esantys grafikai rodo fluorescencijos kitima
laike trijose pazymeétose vietose. Dviejuose i juy aiskiai matyti fluorescencijos atsako sutapimas
su veikimo potencialais. Reikia pazymeéti, jog spontaninis sinapsinis signalas, nesukeéles veikimo
potencialy (pazymeéta zvaigzdute), nesukélé aptinkamo fluorescencijos signalo nei vienoje i§ tir-
ty lokalizacijy. 3 matyti visiskas iSorinés sroves sukelty veikimo potencialy bei proksimalinéje
dendrito Sakoje sukelto fluorescencinio atsako (registruoto 440 Hz dazniu; ~ 2 ms vienam taskui)
sutapimas. Pavaizdavus siuos procesus smulkesnéje laiko skaléje (3C pav.), matyti, jog fluorescen-
cijos suintesyvejimas pasireiske pra¢jus kelioms milisekundéms nuo veikimo potencialo. Tai rodo,
kad didzioji dalis kalcio j lastele¢ pateko vieno veikimo potencialo metu. Fakta, kad kalcio pate-
kima j lastele sukelia ne sinapsinés srovés, o veikimo potencialai, patvirtina atlikti eksperimentai,
kuomet veikimo potencialai buvo sukeliami vaizdinio dirgiklio ir iSorinés srovés (3D ir 3E pav.).
Abiem atvejais, kalcio signalo amplitudé buvo tokia pati (3D pav.). Siekiant suvienodinti vaizdi-
nio dirgiklio sukeliamy veikimo potencialy skaiciy, buvo sumazintas ,,OFF*“ dirgiklio kontrastas.
Galutiniu atveju, kiekvienas stimuliavimas sukeldavo du veikimo potencialus. Duomenys rodo,
kad sinapsinés srovés nesukélé reiksmingo kalcio patekimo j neurona. Be to, vaizdinés stimulia-
cijos sukelto fluorescencijos intensyvéjimo pradzia tiksliai sutapo su veikimo potencialais visame

dendritiniame medyje (3F ir 3G pav.), o tai patvirtina hipoteze, kad kalcio koncentracijos kitimus
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sukelia dendritais plintantis veikimo potencialas.

Kalcio signalo plitimas dendritais suteikia vertingos informacijos apie $iy sroviy savybes.
Elektrolity difuzija didesniais nei 100 pm atstumais yra labai léta [39], todél maZza dendritinio
medzio depoliarizacija negaléty nenuslopdama sparciai ir placiai isplisti [37]. Buvo palyginti at-
sako laikai distalinése ir proksimalinése Sakose. Kaip matyti iS 3D ir 3E pav., kamerai skanuojant
vaizda 100 Hz dazniu, signalo vélavimo aptikti nepavyko. Pakartoti eksperimento didesniu ka-
meros dazniu nepavyko, kadangi norint didinti daznj, reikalingas ryskesnis apsvietimas, taciau
jis sukelia signalo intensyvumo artefaktus. Vis délto, gauti duomenys rodo, kad fluorescencijos
signalo plitimas atstumu > 350 pm trunka maziau nei 10 ms, t.y. signalo greitis yra > 0,03 m/s.
IStyrus proksimalines dendrity sakas 250440 Hz dazniu, visais atvejais (n = 4), nepaisant atstu-
mo tarp tasky, atsako vélavimo taip pat nepavyko uzfiksuoti. Galima daryti isvada, kad kameros

filmavimo greitis yra per mazas, o tikras signalo plitimo greitis yra daug didesnis uz apskaiciuotg.

Kadangi natrio kanalai normaliomis fiziologinémis salygomis nepraleidzia reikSmingy kal-
cio jony kiekio [40], labiausiai tikétina, kad membranos depoliarizacija sukelia elektriniy kalcio
jony kanaly atsidarymg. Siekiant patikrinti $ig hipoteze, buvo atlikta farmakologiné Ca?* kanaly
blokada. Yra zinoma, kad L tipo (dihidropiridininiy) kalcio kanaly blokatoriai veikia sinapsinius
signalus [28]. Dél sios priezasties, farmakologiniy eksperimenty metu neurony veikimo potencia-
lai buvo sukeliami depoliarizuojant lastelés membrang elektrinés sroves impulsu. Fluorescencijos
signalai buvo normalizuoti dendrito Sakos skerspjuvio integralo atzvilgiu, taip, kaip parodyta 3
pav. Norint uztikrinti, kad atsako amplitudés sumazéjimo nesukeélé lastelés zutis, buvo atlikti keli
matavimai kas 10-15min ir gauta +15% amplitudés paklaida. Kaip matyti 4A pav., dihidropi-
ridininio kalcio kanaly blokatoriaus taikymas reikSmingai sumazino OGB-1 fluoresnecijos signala
(iki 21%, lyginant su kontrole), tuo tarpu veikimo potencialo srovés amplitudé zenkliai nekito (su-
mazéjo 11%, lyginant su kontrole). IStyrus 5 lasteles, gauta, jog 100 pmol nimodipino sumazino
fluorescencijos signalg 74,4 & 1,7%. Papildomai pridéjus 200 pmol Cd?*, fluorescencijos atsakas
visiskai iSnyko. Tai rodo, kad kalcis j lastele patenka pro aktyvuotus elektrinius kalcio joninius

kanalus.

4 Rezultaty aptarimas

Eksperimenty rezultatai rodo, kad vizualinis dirginimas suaugusios varlés regos tectum
virsutiniy kalneliy neuronuose gali sukelti greitg kalcio koncentracijos kitima, dideliu greic¢iu plin-
tantj link distalinés dendritinio medzio dalies. Sie kitimai visuomet susije su veikimo potencialais
— Ca?* koncentracijos padidéjimo trukmeé sutampa su vienu veikimo potencialu. Dihidropiridininis
kalcio kanaly blokatorius nimodipinas Sias kalcio sroves sumazina daugiau kaip 70%, o neselekty-
vus kalcio kanaly blokatorius kadmis (Cd?") jas visai panaikina. Irodymy, patvirtinanéiy minéta

hipoteze aptikta jvairiy. Pirmiausia, stebéta 100% koreliacija tarp neurono kune uzregistruoty
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veikimo potencialy bei didesniy nei 10% kalciui jautrios dazomosios medziagos OGB-1 fluorescen-
cijos kitimy dendrituose. Kalcio signalo pradzios laikas sutampa su veikimo potencialo pradzia,
bet nesutampa su sinapsinémis srovémis. Sios savybés stebétos tiriant visus (n = 22) neuronus.
Taip pat stebétas labai didelis kalcio signalo plitimo greitis — koncentracija pasieké maksimuma
grei¢iau nei per 5 ms (3C pav.). Sie faktai jrodo, kad suaugusios varlés tectum neuronuose veikimo

potencialai sukelia greitus kalcio koncentracijos pokyc¢ius dendrituose.

Kalcio koncentracijos gradientas visais atvejais plito dideliais atstumais ir dideliu greiciu.
Kaip matyti is 1, 3F ir 3G, koncentracijos pokytis beveik iskart aptinkamas visame tiriamo neuro-
no dendritiniame medyje. Apskaiciuota zemesnioji signalo plitimo greicio jvercio riba yra > 0,03
m/s. Siekiant iSvengti varlés tinklainés pazaidos, nebuvo galimybeés padidinti kameros filmavimo
daznj, kadangi tam buty reikéje daug didesnio apsvietimo intensyvumo. Nepaisant galimo kon-
centracijos plitimo greicio jvercio netikslumo, greitis yra per didelis, kad tokj koncentracijos kitima
buty galima paaiskinti jony difuzija citoplazmoje [39]. Kalcio jonu difuzijos laikas didesniu nei
100 pm atstumu buty keliy simty milisekundziy eilés. Yra gerai zinoma, kad jony fluorescentiniy
indikatoriy buferinés savybeés turi jtakos jony dinamikai [41,42], ypac turiniy stipry afiniteta
jonams, kaip eksperimentuose naudotas OGB-1 (jo disociacijos konstanta Kq ~ 200 nmol) [43].
Si jtaka pasireiskia signalo amplitudés sumazéjimu, nuslopimo laiko prailgéjimu bei kalcio jony
difuzijos ploto padidéjimu. Nepaisant to, stebétiems greitiems fluorescencijos signalo Suoliams
indikatoriaus buferinés savybés maziau reikSmingos [41], todél, kaip minéta anksciau, kalcio kon-
centracijos kitimo difuzija paaiskinti negali. Deél Siy priezas¢iy, galima daryti iSvada, jog kalcio

indikatorius neturi reikSmingos jtakos kalcio gradientui dendrituose.

Kalcio signalo sklidimo grei¢io jvertis — > 0,03 m/s — yra daug mazesnis uz Zinoma,
veikimo potencialo atgalinio sklidimo dendritais greitj (~ 0,5 m/s) zinduoliy CNS neuronuose
[44-46]. Nepaisant to, eksperimenty duomenys rodo, jog kalcio sklidimas dendritais yra aktyvus,
0 ne pasyvus, procesas. Mazy ir dideliy veikimo potencialy sklidimo greiciai panasus [44,46], o
pasyvy depoliarizacijos sklidima slopina mazas dendrity laidumas [37]. Manoma, jog vidutiné
tectum dendrity ilgio konstanta yra ~ 300 pm [27]. Tai reiskia, kad neurono kune kilusi pasyvi
depoliarizacijos banga nepasiekty distaliniy dendrity. Be to, jos greitis buty kelis kartus mazesnis
[37]. Veélgi, eksperimenty metu gauti duomenys rodo, kad depoliarizacijos greitis galimai net
didesnis distaliniuose nei proksimaliniuose dendrituose (3G pav.), o santykiné signalo amplitudé

isilgai dendritry islieka pastovi.

Eksperimento rezultatai kiek skiriasi nuo duomeny, gauty tiriant buozgalviy dendritines
kalcio sroves [17]. Minéto tyrimo metu pastebéta, kad uz vaizdinio stimuliavimo metu distaliniuose
dendrituose kilusius kalcio koncentracijos pokycius buvo atsakingos ir sinapsinés NMDA srovés,
ir elektriniai joniniai kanalai. Nors darbe aprasomy eksperimenty metu nebuvo tirtas NMDA
agonisty poveikis, stebéta ideali veikimo potencialy (o ne sinapsiniy sroviy) bei dendritiniy kalcio

sroviy koreliacija tvirtai leidzia atmesti sinapsiniy sroviy jtaka kalcio koncentracijos kitimui dend-
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rituose. Eksperimentai taip pat parodé, kad sukeliant veikimo potencialus iSorine elektrine srove,
kuomet nesukeliamos sinapsinés sroves, gaunamas identiskas kalcio koncentracijos atsakas kaip ir
vykstant vaizdiniam stimuliavimui, kuris priklauso tik nuo sukelty veikimo potencialy skaiciaus
(3D ir 3E pav.). Nepaisant to, imanoma, jog esant stipresnéms sinapsinéms srovems ir/arba labiau
depoliarizuotai membranai, NMDA receptoriai galéty turéti jtakos kalcio srovéms ir suaugusios
varlés tectum dendrituose. Tam suzinoti reikalingi tolimesni tyrimai naudojant NMDA receptoriy

blokatorius.

Tyrimo rezultatai nuo [17] skiriasi dar ir tuo, jog veikimo potencialas sukéle 40% flu-
orescencijos suintensyvejima, tuo tarpu minétoje studijoje aprasytas signalo padidéjimas virsijo
100%. Sj skirtuma galéty paaiskinti tam tikri eksperimentinés technikos ypatumai. Visy pir-
ma, LSMU atlikty eksperimenty metu buvo tyrinéjami suaugusios varlés neuronai, turintys daug
didesnius dendritinius medzius nei atitinkami buozgalviy neuronai. Tikétina, jog sinapsiy recep-
toriy savybeés, tankis ir kalcio buferinés savybés buozgalviy ir suaugusiy varliy neuronuose skiriasi.
Vis délto, dideliy santykiniy kalcio signaly amplitudés pokyciy 20-30 min trukmés registravimy
metu stebéta nebuvo. Galiausiai, didzioji dalis kiekybiniy duomeny gauta tiriant proksimalinius—
vidurinius dendrity segmentus, kaip parodyta 2B pav. Foninis fluorescencijos triuksmas apsunkina
silpny signaly aptikima distaliniuose dendrity segmentuose. Be to, kalcio koncentracijos aptiki-
mui ploniausiuose dendrity Sakose [17] naudota dvieju fotony mikroskopija. Tikétina, jog kalcio
koncentracijos padidéjimas daug ryskesnis distalinése dendrity Sakose nei viduriniuose dendritinio

medzio segmentuose.

Nors anksciau atlikty tyrimy duomenys leidzia daryti prielaida, jog veikimo potencialai su-
augusiy varliy regos tectum esan¢iy neurony dendritais plinta greitai ir dideliais atstumais [17,47],
iki Siol tg patvirtinanciy tyrimy atlikta nebuvo. Musy eksperimento rezultatai rodo, kad vaizdinio
dirgiklio sukelti kalcio koncentracijos pokyciai suaugusiy varliy tectum yra susije su veikimo poten-
cialais, o kalcio jtekéjimas vyksta per elektrinius jony kanalus. Tokia lgsteliy savybé sinchroniskai
padidinti kalcio koncentracijg visame dendritiniame medyje leidZia reiksSmingai padidinti sinap-
siniy signaly integravimo greitj ir jgalina greitg bei sudétinga duomeny apdorojimag santykinai

mazoje smegeny srityje.
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3 pav. Dendritais sklindantys veikimo potencialai, atsakingi uz kalcio koncentracijos pokycius, ap-
tiktus naudojant dazomajg medziagg OGB-1. A: Visi registruoti Ca?" koncentracijos padidéjimai
sutapo su veikimo potencilais. Siame grafike trys veikimo potencialai atitinka tris OGB-1 signalo
sustipréjimus. B: Sroves leidimo metu, visi 7 veikimo potencialai sukélé OGB-1 fluorescencijos
intensyvumo padidéjimg. C: Pirmojo veikimo potencialo i§ B grafiko sutapimas laike su atitin-
kamu OGB-1 fluorescencijos signalu. Akivaizdu, jog OGB-1 fluorescencijos signalas sutipréjo po

keliy milisekundziy nuo veikimo potencialo. Fluorescencijos registravimo daznis 440 Hz.
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3 pav. (tesinys) D, E: Sroveés, leidziamos pro registravimo mikroelektroda, stimuliacijos ir vaiz-
dinio dirgiklio sukeltas kalcio patekimas j lastele yra panasus. D: Membraninés sroves, sukeltos
vaizdinio dirgiklio. E: Sulyginti vaizdinio stimuliavimo (pilki taskai) ir srovés impulso (juodi
taskai) sukeltos fluorescencijos grafikai. Pilka linija pazymétas fluorescencijos atsakas j vaizdinj
dirgiklj. Kaip matyti i§ D, tarp vaizdinio digiklio sukelty veikimo potencialy intervalas didesnis;
tai paaiskina létesnj fluorescencinio signalo augimg. Visi duomenys gauti tiriant to paties dendrito
100 pm ilgio segmenty. F, G: Fluorescencijos padidéjimas aptinkamas atstumu, didesniu nei 300
pm nuo neurono kuno, srityje, kurioje yra daug dendritiniy Saky. Visose srityse OGB-1 signalo
laikas sutapo, greiciausiai dél vaizdo registravimo daznio apribojimo (100 Hz). Vertikali punk-
tyriné linija G dalyje rodo jeinanciyjy sinapsiniy sroviy pradzig, o horizontali juoda punktyriné

linija — nulinés sroves lygi.

A OGB-1 fluorescencija B somatinés srovés

& kontrolé
&

*»
L]
. w
10 %
02s - %nimodipinas 150 pA
&N ° +
b e e <& Cd?t ————> ‘ S ms

4 pav. Didzioji kalcio koncentracijos dendrituose padidéjimo dalis panaikinta 100 pmol L ti-
po kalcio kanaly blokatoriaus nimodipino; kalcio atsakas visiskai iSnyko esant 200 pmol kadmio
(Cd**) koncentracijai. Zinoma, kad kadmis yra neselektyvus kalcio kanaly blokatorius. Veikimo
potencialai buvo generuojami depoliarizuojant neurono membrang sroves impulsu pro registravimo

mikroelektrodg.

19



Isvados
1. Vaizdinis dirginimas suaugusios varlés regos tectum neurony dendrituose sukelia dideliu grei-
¢iu plintantj kalcio koncentracijos kitima, atitinkantj veikimo potenciala.

2. Sroves, leidziamos pro registravimo mikroelektroda, ir vaizdinio dirgiklio sukeltas kalcio

koncentracijos kitimas yra panasus.

3. Kalcio koncentracijos kitimas tiksliai sutampa su mikroelektrodu registruotais veikimo po-

tencialais, bet nesutampa su sinapsinémis srovémis.

4. L tipo kalcio kanaly blokatoriai labai susilpnina, o neselektyvus blokatoriai visai panaikina

kalcio koncentracijos atsaka j veikimo potencialus.
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