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Santrauka

Žinduolių viduriniųjų smegenų keturkalnio viršutiniai kalneliai ir jų atitikmuo varliagy-
viuose – regos tectum – yra svarbus vaizdinės informacijos apdorojimo centras. Įvairių klasių
stuburiniams (varliagyviams, paukščiams, žinduoliams) šios anatominės struktūros funkcija ir san-
dara išlieka panaši. Tyrimui buvo pasirinkta varlė dėl galimybės išlaikyti integruoto akies-tectum
preparato gyvybingumą bei atlikti viso neurono viduląstelinį registravimą kartu su kalciui jautrių
dažų fluorescenciniu vaizdinimu. Varliagyvių tectum didžioji dalis vaizdinės informacijos apdo-
rojama kriaušinių neuronų, turinčių išvystytus dendritinius medžius bei gaunančių informaciją
iš tinklainės mazginio sluoksnio neuronų. Tirta, ar informacijos apdorojime dalyvauja aktyvūs
procesai – veikimo potencialai. Rezultatai parodė, kad vaizdinis dirginimas tectum neuronų dend-
rituose sukelia dideliu greičiu plintančią kalcio koncentracijos kitimo bangą, tiksliai sutampančią
su viduląsteliniu elektrodu registruotais veikimo potencialais, bet nesutampančią su sinapsinėmis
srovėmis. Šį koncentracijos kitimą panaikina kalcio kanalų blokatoriai nimodipinas ir Cd2+, o tai
reiškia, kad kalcis patenka į ląstelę pro aktyvuotus elektrinius kalcio joninius kanalus. Tai, kartu
su dideliu plitimo greičiu, rodo, kad už kalcio koncentracijos kitimą ląstelėje atsakingi dendri-
tais plintantys veikimo potencialai. Galima teigti, jog šie veikimo potencialai tectum dendrituose
atlieka svarbų vaidmenį vaizdinės 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 Cd2+ 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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Įvadas

Žemesniųjų stuburinių regos tectum (lot. stogas) – žinduolių viduriniųjų smegenų ke-
turkalnio viršutiniųjų kalnelių atitikmuo – atsakingas už didžiosios dalies vaizdinės informacijos
apdorojimą [1–4]. Varlių tectum inicijuojamas ir motorinis atsakas į vaizdinius dirgiklius, pvz.
vabzdžių gaudymas ar plėšrūnų vengimas [1]. Žinduolių organizmuose pagrindinė vaizdinės in-
formacijos apdorojimo vieta yra smegenų žievė [5], tačiau viršutiniai keturkalnio kalneliai išlieka
atsakingi už tokius veiksmus kaip akių judesiai, žvilgsnio nukreipimas į dėmesio objektą bei vaiz-
do stabilumo išlaikymas sakadų metu [6–10]. Keturkalnio struktūra ir funkcinės savybės išlieka
panašios daugelyje klasių stuburinių, tokiose kaip varliagyviai, paukščiai ir primatai [4,11–13]. Ir
žinduolių, ir varliagyvių keturkalnių paviršiniai ląstelių sluoksniai gauna informaciją iš tinklainės
ganglijų ląstelių, o gilesniųjų sluoksnių neuronai siunčia impulsus į motorinius centrus [2,11,14–16].
Šių panašumų dėka atsiveria galimybės tiriant eksperimentams palankesnius žemesniuosius stubu-
rinius gauti daug vertingos informacijos apie visiems stuburiniams bendras vaizdinės informacijos
apdorojimo savybes [17–19].

Didžioji dalis vaizdinės informacijos varliagyvių smegenyse yra apdorojama regos tectum
6–8 sluoksniuose išsidėsčiusiuose kriaušiniuose neuronuose, turinčiuose išvystytus dendritinius me-
džius [2,3,15,16]. Su šiais dendritais sinapses sudaro tinklainės mazginio sluoksnio neuronų akso-
nai [20,21]. Šių dendritų savybių tyrimas yra svarbus siekiant suprasti varliagyvių, o tuo pačiu ir
žinduolių, vaizdinės informacijos apdorojimo ypatybes.

Turintys joninių kanalų, aktyvūs dendritai gali atlikti sudėtingą sinapsinių signalų integra-
vimą taip ženkliai padidindami informacijos apdorojimo galimybes neuronuose [22–24]. Anksčiau
atlikti tyrimai parodė, kad tectum kriaušinių neuronų dendrituose aktyviai plinta veikimo poten-
cialai [2,15]. Tą rodo neuronų kūnuose registruojama aukšta veikimo potencialų amplitudė [25,26].
Viršutiniuose tectum sluoksniuose, kuriose nėra neuronų kūnų, buvo užregistruota nuo kalcio jonų
priklausoma dendritų membranos depoliarizacija [27,28]. Buvo atlikti tyrimai, parodę NMDA re-
ceptorių sinapsėse bei veikimo potencialų sukeltas dendritines kalcio sroves buožgalvių tectum [17],
tačiau panašių tyrimų su suaugusiomis varlėmis atlikta nebuvo. Todėl nuspręsta atlikti suaugusios
varlės regos tectum preparato fluorescencinį kalcio jonų vaizdinimą registruojant ląstelės aktyvumą
prisiurbiamu mikroelektrodu fiksavus ląstelės potencialą.
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Darbo tikslas – ištirti regos stimulų sukeltų signalų integravimą tectum neuronuose
naudojant viduląstelinį registravimą, kartu su Ca2+ jautrių dažų fluorescenciniu vaizdinimu.

Uždaviniai:

1. Nustatyti Ca2+ koncentracijos padidėjimo vaizdo tectum ląstelėse priklausomybę nuo regos
stimulo;

2. Nustatyti Ca2+ koncentracijos padidėjimo vaizdo tectum ląstelėse priklausomybę nuo veikimo
potencialų;

3. Nustatyti Ca2+ jonų įtekėjimo mechanizmus.

8



1 Literatūros apžvalga

Rega – daugelio gyvūnų svarbiausias jutimas, kuriam dėl sudėtingos jutimo organų san-
daros bei didelių informacijos apdorojimui skirtų smegenų resursų daugiau nei kitų modalumų
juslėms dėmesio skiria mokslininkai, ypač anatomai bei fiziologai [29]. Svarbi aplinkybė, leidusi
tyrinėti ir suprasti regos evoliuciją bei fiziologiją yra tai, kad regos sistemos pagrindinių dalių
struktūra bei funkcija skirtingų klasių stuburiniuose yra panaši [4]. Tai yra svarbu dėl to, kad
žemesniųjų stuburinių, tokių kaip varliagyviai, paprastesnė anatominė sandara leidžia atlikti sudė-
tingus, invazyvius eksperimentus, kurių metu sudėtingesnių gyvūnų vizualinės sistemos preparatai
in vitro būtų negyvybingi, tačiau gautus rezultatus galima apibendrinti ir paukščiams ar žinduo-
liams [11, 13]. Todėl yra tikslinga apžvelgti dėl minėtų priežasčių eksperimentams pasirinktos
varlės Rana temporaria regos sistemą.

Varlė aplinkoje orientuojasi regos pagalba – akimis aptinka ir grobį, ir potencialius plėš-
rūnus. Pakitus kūno padėčiai, stebimi kompensaciniai akių judesiai. Tačiau varlės regos sistema
yra paprasta ir nereaguoja į stacionarius aplinkos elementus [3]. Varlės akis yra trumparegė (mio-
piška), maždaug −6 D, o tai yra privalumas, kadangi labiau išsiskiria priekiniame plane esantys
objektai. Akomoduojant vyzdys plečiasi. Varlės tinklainė sudaryta iš trijų sluoksnių su ląstelėmis
– išorinio, vidurinio ir vidinio grūdėtųjų sluoksnių, ir dviejų nervinių skaidulų sluoksnių – vidinio
ir išorinio tinklinių sluoksnių. Varlės dalinai skiria spalvas – turi žaliai ir raudonai spalvai jautrių
kūgelių. Į smegenis aksonai eina tik iš vidinio grūdėtojo sluoksnio mazginių neuronų; kitų sluoks-
nių neuronai sudaro vertikalius bei horizontalius ryšius ir yra atsakingi už informacijos apdorojimą
tinklainėje [2]. Skiriamos penkios mazginių neuronų klasės [8]:

• 1-osios klasės neuronai, aptinkantys objektų kraštą. Atsaką sustiprina judesiai.

• 2-osios klasės neuronai, reaguojantys į objektų išgaubtumą. Manoma, kad jie padeda aptikti
grobio galvą. Šie neuronai neveiksmingi aplinkoje su dideliu foniniu vaizdiniu triukšmu.

• 3-osios klasės neuronai, aptinkantys apšviestumo pokyčius; reaguoja į dirgiklio dydį, bet ne
formą.

• 4-osios klasės neuronai, reaguojantys į matymo lauko pritemimą.

• 5-osios klasės neuronai, atsakingi už toninį apšviestumo pojūtį.

Tik 3 ir 4 klasės neuronų aksonai yra mielinizuoti. Iš viso, varlių regos nervą sudaro
maždaug 470 000 nemielinizuotų ir 15 000 mielinizuotų nervinių skaidulų. Šios skaidulos regos
nervu eina į priešingos pusės regos tectum, žinduolių keturkalnio viršutiniųjų kalnelių atitikmenį,
kuris varliagyviuose yra galutinė ir svarbiausia vaizdinės informacijos apdorojimo vieta [16].

Varlių regos tectum integruojami regos ir kitų jutimų signalai atpažįstant grobį, potencia-
lius plėšrūnus ir aplinkos savybes ir koordinuojami orientavimosi, grobio puolimo ar gelbėjimosi
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nuo pavojaus atsakai. Iš tectum išeina trys pagrindinės jungtys: į priešingos pusės tectum, į sme-
genų kamieną rostraliau nucleus interpeduncularis, ir į nucleus isthmi bei viršutinę alyvą. Dalis
skaidulų iš nusileidžiančiųjų komponenčių eina į tinklinį darinį [30]. Pats tectum sudarytas iš 8
neuronų ir nervinių skaidulų sluoksnių. Skiriamos tokios nervinių skaidulų sistemos: paviršinė,
esanti viršutiniuose tectum sluoksniuose, vidurinė, kurios skaidulos eina 7-ajame tectum sluoksny-
je statmenai paviršinių atžvilgiu, ir gilioji, kurios negausios skaidulos netvarkingai išsidėsčiusios
3-iame ir 5-ame tectum sluoksniuose [16].

Egzistuoja dvejopas varlių tectum reguliuojamas atsakas į vaizdinius dirgiklius: orienta-
vimasis į mažus dirgiklius (atitinka grobio puolimą) ir didelių dirgiklių vengimą (atitinka bėgimą
nuo pavojaus) [6]. Abiejų tipų atsaką galima išgauti stimuliuojant tectum elektrine srove: vengimo
atsakas sukeliamas stimuliuojant rostralinę tectum sritį, atitinkančią regos lauko priekinę dalį. Tai
reiškia, kad šioje regos lauko dalyje slenkstis, reikalingas sukelti vengimo atsaką yra mažesnis nei
reikalingas sukelti puolimą [31]. Už informacijos integravimą ir atsako generavimą atsakingi 6–8
tectum sluoksnyje esantys kriaušiniai neuronai, turintys labai išvystytus dendritinius medžius [15],
kas lemia sudėtingą tectum sudarančių neuroninių tinklų struktūrą.

Šių tinklų funkcines galimybes apdoroti vaizdinę informaciją ir parinkti tinkamą elgseną
gerokai išplečia aktyvios dendritų savybės, t.y. galimybė generuoti veikimo potencialus [22–24].
Anksčiau atlikti tyrimai parodė, kad tectum viršutiniuose sluoksniuose esančiuose dendrituose
vyksta nuo kalcio priklausoma membranos depoliarizacija [27]. Bollmann ir kt. [17] eksperimen-
tiškai įrodė, jog Xenopus genties buožgalvių regos tectum dendrituose vaizdinis dirginimas sukelia
Ca2+ koncentracijos kitimus. Paaiškėjo, kad šiuos kitimus sukelia elektrinių kalcio jonų kanalų at-
sivėrimas kaip atsakas į NMDA sinapsinius signalus bei ląstelės generuojamus veikimo potencialus.
Be to, nuo NMDA receptorių priklausomi Ca2+ signalai kiekvieno neurono dendritiniame medy-
je atitiko dirgiklio lokalizaciją regos lauke. Tai rodo tectum neuronų dendritų svarbų vaidmenį
neuroniniuose tinkluose, atsakinguose už buožgalvio elgsenos reguliavimą. Daugiau šia kryptimi
atliktų tyrimų rasti nepavyko, tačiau problema yra aktuali ir papildomi tyrimai būtų vertingi,
ypač naudojant suaugusias varles, kurių grobio aptikimo ir pavojaus vengimo elgsena yra daug
labiau išvystyta.
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2 Tyrimo metodika

Eksperimentams buvo naudojami integruoti varlės akies–tectum preparatai. Visos proce-
dūros atliktos laikantis Europos Tarybos direktyvos „dėl valstybių narių įstatymų ir kitų teisės
aktų, susijusių su eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamų gyvūnų apsaugos, suderi-
nimo“ (86/609/EEC).

Varlei (Rana temporaria) buvo sukelta bendrinė nejautra panardinant į 0.1% trikaino
(MS-222) tirpalą [32]; nejautros lygis tikrinamas mechaniniu dirgikliu. Varlei buvo nupjauta gal-
va ir panardinta į atšaldytą oksigenuoto didelės magnio koncentracijos (10 mmol) modifikuotą
Ringerio tirpalą. Norint pasiekti smegenis, pašalintas kaukolės skliautas bei tectum dengiantys
smegenų dangalai. Gautas preparatas ventraliniu paviršiumi naudojant cianoakrilatą priklijuotas
prie vibracinio mikrotomo laikiklio. Pašalinta kaudalinė tectum dalis, siekiant atidengti giles-
niuosius sluoksnius, kuriuose išsidėstę neuronų kūnai. Etiniais sumetimais bei siekiant užtikrinti
geresnį Ringerio tirpalo pritekėjimą į smegenų skilvelius, pašalintos ir galinės smegenys. Į 25 ml
talpos registravimui skirtą vonelę pastoviu 15 ml/min greičiu buvo infuzuojamas modifikuotas
Ringerio tirpalas (113 mmol NaCl, 3 mmol KCl, 20 mmol NaHCO3, 1 mmol MgCl2, 1,3 mmol
CaCl2, 5,5 mmol gliukozės, pH 7,4). Kairioji varlės akis buvo atsukta į stiklinę registravimo vone-
lės sieną, už kurios stovėjo kompiuterio ekranas. Ląstelių aktyvumo viduląstelinis registravimas
buvo atliktas naudojant mikroelektrodų pipetes, užpildytas 130 mmol kalio gliukonato, 10 mmol
KCl, 10 mmol HEPES, 1 mmol ATP (pH = 7,3). Mikroelektrodų varža – 20–40 MΩ; elektrodai
įvesti į 6 sluoksnio neuronų kūnus mikroskopo kontrolėje, esant įstrižiniam apšvietimui [33]. Įstri-
žinis apšvietimas buvo naudotas todėl, kad varlės galva nėra permatoma naudojant standartinę
IR-DIC (Infraraudonųjų spindulių diferencialinės kontrastinės mikroskopijos) optiką.

Naudoti du vaizdinio stimuliavimo tipai: kompiuterio ekrano užtemimo („OFF“ stimu-
las) [3] bei ∼ 20◦ pločio juodo skritulio recepcinio lauko centre stimulas [34]. Minėti vaizdai rodyti
kompiuterio ekrane (75 Hz, 35 cm pločio, 17 cm aukščio), pastatytame 10 cm atstumu nuo kai-
riosios varlės akies. Tokiu būdu gautas labai platus regos laukas – ekranas akies atžvilgiu užėmė
120◦. Registravimo kamera buvo uždengta siekiant apsaugoti preparatą nuo išorinių šviesos šal-
tinių (1A pav.). Ekrano centre 1 cm atitiko ∼ 5,7◦ regos kampą. Ekrano skiriamoji geba buvo
1024 x 768 pikselių, t.y. > 30 pikselių/cm, todėl minimalus galimas stimulas buvo < 0,3◦. Tuo
tarpu, varlės tinklainės jautrumas yra ∼ 1,5◦ [35]. Vaizdai buvo sugeneruoti naudojant atviro ko-
do programų paketą PsychoPy [36], kurio įjungimas buvo kontroliuojamas programos, parašytos
Labview aplinkoje.

Vaizdų registravimas atliktas aukštos raiškos (5,5 megapikselių) greitaveike (iki 1000 kad-
rų per sekundę) sCMOS vaizdo kamera. Į mikroelektrodo pipetę buvo įleista 1-2 mmol kalciui
jautrių dažų OGB-1. Tam tikrais atvejais, siekiant geriau lokalizuoti distalinius dendritus, pa-
pildomai pridėta 0,4 mmol Alexa Fluor 488 hidralazido. Atlikus palyginamąją analizę pipečių,
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pripildytų tik OGB-1, ir pipečių, pripildytų abejomis minėtomis dažančiosiomis medžiagomis,
proksimaliniuose dendrituose nestebėta didelių atsako į kalcį reliatyvių amplitudžių skirtumų; ga-
lima daryti išvadą, kad Alexa Fluor 488 atsakingas tik už mažą dalį fluorescencinio atsako. Todėl,
galutinei analizei buvo panaudoti duomenys, gauti abiejų eksperimento variantų metu. Sudarius
kontaktą tarp pipetės ir ląstelės vidaus, laukta bent 20 min. kol dažai pasiskirstys ląstelės cito-
plazmoje. Fluorescencijos vaizdai gauti apšvietus preparatą didelės galios 480 nm šviesos diodų
lempa naudojant U-MWIBA3 b 510–550 nm filtrą. Stengtasi minimizuoti lempos šviesos patekimą
į varlės akis, kadangi tyrimai parodė, jog diodinės lempos šviesa gali sukelti tectum neuronų at-
saką ir netgi nejautrumą dirginimui (veikiausiai dėl tinklainės pažeidimo). Dėl minėtų priežasčių,
ant varlės galvos buvo uždėtas nepermatomas skydas, paliekant priėjimą tik prie regos tectum.
Siekiant minimizuoti atspindžius, visi paviršiai buvo nudažyti juodai, o diodinės lempos šviesa
buvo nukreipta į registravimo vietą diafragmos pagalba.

Vaizdai gauti naudojant Solis programinę įrangą. Norint užtikrinti registravimo bei fil-
mavimo sinchronizaciją, kamera buvo įjungiama registravimui naudojamos programos pagalba.
Sinchronizuoti padėjo ir ekrano užtemimo sukeltas fluorescencijos signalo pokytis. Šie pokyčiai
vėliau buvo panaikinti pašalinant foninį fluorescencijos signalą. Vaizdų analizė atlikta IGOR Pro
6 programa.

1 pav. Eksperimento, skirto registruoti kalcio koncentraciją dendrituose vizualinės stimuliacijos
metu, schema. A: Schema, rodanti varlės galvos poziciją mikroskopo bei ekrano atžvilgiu – vaiz-
dinis dirgiklis pateikiamas kompiuterio ekrane priešingoje pusėje nei registruojamas neuronas. B:

15 skirtingo gylio vaizdų kompozicija, skirta vizualizuoti 6 varlės regos tectum sluoksnio neuroną.
Išskirti stačiakampiai rodo sritis, naudotas apskaičiuoti fluorescencijos intensyvumo kitimą laike,
parodytą Ca. Ca: du fluorescencijos intensyvumo grafikai 1 s trukmės vaizdinio stimuliavimo me-
tu (pilkas fonas); juodi taškai žymi proksimalines dendritų šakas, pilki taškai žymi foninį signalą
ǐs srities, kurioje nėra dendritų. Cb: Srovės, registruotos tame pačiame neurone vaizdinio stimu-
liavimo metu; žvaigždutės žymi veikimo potencialus.
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3 Rezultatai

Siekiant įvertinti kalcio koncentracijos pokyčius dendrituose, kalciui jautria dažomąja me-
džiaga OGB-1 nudažyti 22 tectum viršutinių kalnelių neuronai iš 15-os varlių Rana temporaria.
Fluorescenciniai registruojamų ląstelių vaizdai gauti vertikaliai virš tectum esančiu objektyvu (1B
pav.); kompiuterio ekranas buvo priešingoje pusėje negu registravimo mikroelektrodo pipetė, ka-
dangi į tectum daugiausia aksonų ateina iš kontralateralinės pusės.

Fiksuojant OGB-1 fluorescencijos atsaką į vaizdinį stimulą, visose ląstelėse pokyčiai ste-
bėti tik srityse, kuriose išsidėstę dendritai – už dendritinio medžio ribų, fluorescencija nekito (1C
pav.). Nepaisant registracijoje naudoto potencialo fiksacijos metodo, neurono viduląstelinis po-
tencialas nebuvo pilnai kontroliuojamas, ką rodo užregistruoti veikimo potencialai (1C pav. –
žvaigždutės). Potencialo fiksavimas naudotas, kadangi, lyginant su srovės fiksavimu, naudojant
šią techniką greičiau įkraunama dendritų membrana bei lengviau atskirti somatines ir dendritines
signalo komponentes [37]. Dėl šių priežasčių, buvo galima tiksliau nustatyti veikimo potencialo
srovių atsiradimo laikus.

Siekiant patvirtinti tai, jog gauti signalai kilo būtent iš tiriamų neuronų dendritų, kiekvie-
nam vaizdo pikseliui buvo ištirta koreliacija tarp laikino fluorescencijos signalo bei fluorescencijos
amplitudės (2 pav). Absoliučiais dydžiais, fluorescencijos signalo amplitudės buvo daug dides-
nės ląstelės kūne nei dendrituose (2A pav.). OGB-1 signalo amplitudės pokyčiai, sukelti „OFF“
signalo, vidutiniškai buvo 1075 ± 726 s.v. (santykiniai vienetai) neurono kūne ir 163 ± 67 s.v.
proksimaliniuose dendrituose, esančiuose 50–100 µm nuo kūno (n = 6, p < 0,05). Tačiau norma-
lizavus pokyčius viso vaizdo amplitudės atžvilgiu, santykinis fluorescencijos pokytis dendrituose
yra 40± 9%, t.y. daug didesnis palyginti su pokyčiu neurono kūne – 6,1± 2,2%. Kadangi tyrimui
nebuvo naudotas konfokalinis mikroskopas, išlieka galimybė, kad stiprus neurono kūno signalas
sukėlė artefaktus kitose vaizdo dalyse. Todėl buvo sugeneruoti grafikai, rodantys fluorescencijos
ampltudės pokyčius, sukeltus „OFF“ stimulo (2B–2D pav.). Stambiose proksimalinėse dendritų
šakose OGB-1 fluorescencijos pokytis buvo pakankamai ryškus kiekvienam vaizdo pikseliui (vienas
pikselis atitiko maždaug 0,8 µm. 2C pav. pavaizduota fluorescencija dendrite vizualinio stimulia-
vimo, sukėlusiu veikimo potencialus neurono kūne, metu. 2D pav. atidėtas ryšys tarp absoliučių
pikselių fluorescencijos verčių ramybės ir dirginimo „OFF“ stimulo metu. Stebima ryški tiesinė
koreliacija (r2 = 0,80,N = 231, p < 0,0001), rodanti, jog už didžiąją fluorescencijos pokyčio dalį
atsakingas kalcio koncentracijos kitimas dendrituose. Kadangi gauti tokie rezultatai net proksi-
maliniuose dendrituose, kuriuose signalo iškraipymo iš neurono kūno tikimybė didžiausia, galima
teigti, jog iškraipymas iš ląstelės somos yra nereikšminga. Be to, kaip matyti iš 1 pav., foninė
fluorescencija stimuliavimo metu nekito (šviesiai pilki stačiakampiai 1B ir 1C pav.).

Sekantis žingsnis buvo ištirti kalcio koncentracijos kitimo priežastis. Pastebėta, jog jis
susijęs su veikimo potencialais, registruotais neurono kūne. Nepaisant to, kad siekiant išmatuoti
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2 pav. Kalcio signalas registruotas tik dendritinio medžio ribose. A: Kalcio indikatoriaus OGB-1
fluorescencijos atsakas į veikimo potencialus neurono kūne (juodi taškai) ir proksimalinėse dendritų
šakose (pilki taškai). Aa dalyje pavaizduotos absoliučios intensyvumo vertės, tuo tarpu Ab dalyje
fluorescencijos intensyvumas normalizuotas visame vaizdo plote registruoto intensyvumo vidurkiu
atžvilgiu. B: Proksimalinės dendrito šakos fluorescencijos vaizdas. C Fluorescencijos intensyvu-
mas ǐsilgai B dalyje pavaizduotos pilkos linijos. D: Fluorescencijos intensyvumo nesant dirginimo
ryšys su intensyvumu tame pačiame taške vizualinės stimuliacijos metu. Pilka tiesė – ryšio tarp
kintamųjų tiesinis modelis.

sinapsines sroves buvo fiksuota įtampa, didelių dendritinių medžių membranos potencialas nebuvo
fiksuotas, ką rodo vizualinio stimuliavimo metu kartu su sinapsinėmis srovėmis stebėti veikimo
potencialai [34, 38]. 3 pav. matyti visiškas veikimo potencialų bei fluorescencijos signalų – kal-
cio koncentracijos kitimo – sutapimas. 3A pateiktas fluorescencijos signalo atsakas į vaizdinį
stimuliavimą; šviesiai pilka kreivė paveikslo viršuje – somatinė srovė, užregistruota neurono kū-
ne. Matomi generuoti veikimo potencialai. Žemiau esantys grafikai rodo fluorescencijos kitimą
laike trijose pažymėtose vietose. Dviejuose iš jų aiškiai matyti fluorescencijos atsako sutapimas
su veikimo potencialais. Reikia pažymėti, jog spontaninis sinapsinis signalas, nesukėlęs veikimo
potencialų (pažymėta žvaigždute), nesukėlė aptinkamo fluorescencijos signalo nei vienoje iš tir-
tų lokalizacijų. 3 matyti visiškas išorinės srovės sukeltų veikimo potencialų bei proksimalinėje
dendrito šakoje sukelto fluorescencinio atsako (registruoto 440 Hz dažniu; ∼ 2 ms vienam taškui)
sutapimas. Pavaizdavus šiuos procesus smulkesnėje laiko skalėje (3C pav.), matyti, jog fluorescen-
cijos suintesyvėjimas pasireiškė praėjus kelioms milisekundėms nuo veikimo potencialo. Tai rodo,
kad didžioji dalis kalcio į lastelę pateko vieno veikimo potencialo metu. Faktą, kad kalcio pate-
kimą į ląstelę sukelia ne sinapsinės srovės, o veikimo potencialai, patvirtina atlikti eksperimentai,
kuomet veikimo potencialai buvo sukeliami vaizdinio dirgiklio ir išorinės srovės (3D ir 3E pav.).
Abiem atvejais, kalcio signalo amplitudė buvo tokia pati (3D pav.). Siekiant suvienodinti vaizdi-
nio dirgiklio sukeliamų veikimo potencialų skaičių, buvo sumažintas „OFF“ dirgiklio kontrastas.
Galutiniu atveju, kiekvienas stimuliavimas sukeldavo du veikimo potencialus. Duomenys rodo,
kad sinapsinės srovės nesukėlė reikšmingo kalcio patekimo į neuroną. Be to, vaizdinės stimulia-
cijos sukelto fluorescencijos intensyvėjimo pradžia tiksliai sutapo su veikimo potencialais visame
dendritiniame medyje (3F ir 3G pav.), o tai patvirtina hipotezę, kad kalcio koncentracijos kitimus
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sukelia dendritais plintantis veikimo potencialas.

Kalcio signalo plitimas dendritais suteikia vertingos informacijos apie šių srovių savybes.
Elektrolitų difuzija didesniais nei 100 µm atstumais yra labai lėta [39], todėl maža dendritinio
medžio depoliarizacija negalėtų nenuslopdama sparčiai ir plačiai išplisti [37]. Buvo palyginti at-
sako laikai distalinėse ir proksimalinėse šakose. Kaip matyti iš 3D ir 3E pav., kamerai skanuojant
vaizdą 100 Hz dažniu, signalo vėlavimo aptikti nepavyko. Pakartoti eksperimento didesniu ka-
meros dažniu nepavyko, kadangi norint didinti dažnį, reikalingas ryškesnis apšvietimas, tačiau
jis sukelia signalo intensyvumo artefaktus. Vis dėlto, gauti duomenys rodo, kad fluorescencijos
signalo plitimas atstumu > 350 µm trunka mažiau nei 10 ms, t.y. signalo greitis yra > 0,03 m/s.
Ištyrus proksimalines dendritų šakas 250–440 Hz dažniu, visais atvejais (n = 4), nepaisant atstu-
mo tarp taškų, atsako vėlavimo taip pat nepavyko užfiksuoti. Galima daryti išvadą, kad kameros
filmavimo greitis yra per mažas, o tikras signalo plitimo greitis yra daug didesnis už apskaičiuotą.

Kadangi natrio kanalai normaliomis fiziologinėmis sąlygomis nepraleidžia reikšmingų kal-
cio jonų kiekio [40], labiausiai tikėtina, kad membranos depoliarizacija sukelia elektrinių kalcio
jonų kanalų atsidarymą. Siekiant patikrinti šią hipotezę, buvo atlikta farmakologinė Ca2+ kanalų
blokada. Yra žinoma, kad L tipo (dihidropiridininių) kalcio kanalų blokatoriai veikia sinapsinius
signalus [28]. Dėl šios priežasties, farmakologinių eksperimentų metu neuronų veikimo potencia-
lai buvo sukeliami depoliarizuojant ląstelės membraną elektrinės srovės impulsu. Fluorescencijos
signalai buvo normalizuoti dendrito šakos skerspjūvio integralo atžvilgiu, taip, kaip parodyta 3
pav. Norint užtikrinti, kad atsako amplitudės sumažėjimo nesukėlė ląstelės žūtis, buvo atlikti keli
matavimai kas 10–15 min ir gauta ±15% amplitudės paklaida. Kaip matyti 4A pav., dihidropi-
ridininio kalcio kanalų blokatoriaus taikymas reikšmingai sumažino OGB-1 fluoresnecijos signalą
(iki 21%, lyginant su kontrole), tuo tarpu veikimo potencialo srovės amplitudė ženkliai nekito (su-
mažėjo 11%, lyginant su kontrole). Ištyrus 5 ląsteles, gauta, jog 100 µmol nimodipino sumažino
fluorescencijos signalą 74,4 ± 1,7%. Papildomai pridėjus 200 µmol Cd2+, fluorescencijos atsakas
visiškai išnyko. Tai rodo, kad kalcis į ląstelę patenka pro aktyvuotus elektrinius kalcio joninius
kanalus.

4 Rezultatų aptarimas

Eksperimentų rezultatai rodo, kad vizualinis dirginimas suaugusios varlės regos tectum
viršutinių kalnelių neuronuose gali sukelti greitą kalcio koncentracijos kitimą, dideliu greičiu plin-
tantį link distalinės dendritinio medžio dalies. Šie kitimai visuomet susiję su veikimo potencialais
– Ca2+ koncentracijos padidėjimo trukmė sutampa su vienu veikimo potencialu. Dihidropiridininis
kalcio kanalų blokatorius nimodipinas šias kalcio sroves sumažina daugiau kaip 70%, o neselekty-
vus kalcio kanalų blokatorius kadmis (Cd2+) jas visai panaikina. Įrodymų, patvirtinančių minėtą
hipotezę aptikta įvairių. Pirmiausia, stebėta 100% koreliacija tarp neurono kūne užregistruotų
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veikimo potencialų bei didesnių nei 10% kalciui jautrios dažomosios medžiagos OGB-1 fluorescen-
cijos kitimų dendrituose. Kalcio signalo pradžios laikas sutampa su veikimo potencialo pradžia,
bet nesutampa su sinapsinėmis srovėmis. Šios savybės stebėtos tiriant visus (n = 22) neuronus.
Taip pat stebėtas labai didelis kalcio signalo plitimo greitis – koncentracija pasiekė maksimumą
greičiau nei per 5 ms (3C pav.). Šie faktai įrodo, kad suaugusios varlės tectum neuronuose veikimo
potencialai sukelia greitus kalcio koncentracijos pokyčius dendrituose.

Kalcio koncentracijos gradientas visais atvejais plito dideliais atstumais ir dideliu greičiu.
Kaip matyti iš 1, 3F ir 3G, koncentracijos pokytis beveik iškart aptinkamas visame tiriamo neuro-
no dendritiniame medyje. Apskaičiuota žemesnioji signalo plitimo greičio įverčio riba yra > 0,03

m/s. Siekiant išvengti varlės tinklainės pažaidos, nebuvo galimybės padidinti kameros filmavimo
dažnį, kadangi tam būtų reikėję daug didesnio apšvietimo intensyvumo. Nepaisant galimo kon-
centracijos plitimo greičio įverčio netikslumo, greitis yra per didelis, kad tokį koncentracijos kitimą
būtų galima paaiškinti jonų difuzija citoplazmoje [39]. Kalcio jonų difuzijos laikas didesniu nei
100 µm atstumu būtų kelių šimtų milisekundžių eilės. Yra gerai žinoma, kad jonų fluorescentinių
indikatorių buferinės savybės turi įtakos jonų dinamikai [41, 42], ypač turinčių stiprų afinitetą
jonams, kaip eksperimentuose naudotas OGB-1 (jo disociacijos konstanta Kd ∼ 200 nmol) [43].
Ši įtaka pasireiškia signalo amplitudės sumažėjimu, nuslopimo laiko prailgėjimu bei kalcio jonų
difuzijos ploto padidėjimu. Nepaisant to, stebėtiems greitiems fluorescencijos signalo šuoliams
indikatoriaus buferinės savybės mažiau reikšmingos [41], todėl, kaip minėta anksčiau, kalcio kon-
centracijos kitimo difuzija paaiškinti negali. Dėl šių priežasčių, galima daryti išvadą, jog kalcio
indikatorius neturi reikšmingos įtakos kalcio gradientui dendrituose.

Kalcio signalo sklidimo greičio įvertis – > 0,03 m/s – yra daug mažesnis už žinomą
veikimo potencialo atgalinio sklidimo dendritais greitį (∼ 0,5 m/s) žinduolių CNS neuronuose
[44–46]. Nepaisant to, eksperimentų duomenys rodo, jog kalcio sklidimas dendritais yra aktyvus,
o ne pasyvus, procesas. Mažų ir didelių veikimo potencialų sklidimo greičiai panašūs [44, 46], o
pasyvų depoliarizacijos sklidimą slopina mažas dendritų laidumas [37]. Manoma, jog vidutinė
tectum dendritų ilgio konstanta yra ∼ 300 µm [27]. Tai reiškia, kad neurono kūne kilusi pasyvi
depoliarizacijos banga nepasiektų distalinių dendritų. Be to, jos greitis būtų kelis kartus mažesnis
[37]. Vėlgi, eksperimentų metu gauti duomenys rodo, kad depoliarizacijos greitis galimai net
didesnis distaliniuose nei proksimaliniuose dendrituose (3G pav.), o santykinė signalo amplitudė
išilgai dendritrų išlieka pastovi.

Eksperimento rezultatai kiek skiriasi nuo duomenų, gautų tiriant buožgalvių dendritines
kalcio sroves [17]. Minėto tyrimo metu pastebėta, kad už vaizdinio stimuliavimo metu distaliniuose
dendrituose kilusius kalcio koncentracijos pokyčius buvo atsakingos ir sinapsinės NMDA srovės,
ir elektriniai joniniai kanalai. Nors darbe aprašomų eksperimentų metu nebuvo tirtas NMDA
agonistų poveikis, stebėta ideali veikimo potencialų (o ne sinapsinių srovių) bei dendritinių kalcio
srovių koreliacija tvirtai leidžia atmesti sinapsinių srovių įtaką kalcio koncentracijos kitimui dend-
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rituose. Eksperimentai taip pat parodė, kad sukeliant veikimo potencialus išorine elektrine srove,
kuomet nesukeliamos sinapsinės srovės, gaunamas identiškas kalcio koncentracijos atsakas kaip ir
vykstant vaizdiniam stimuliavimui, kuris priklauso tik nuo sukeltų veikimo potencialų skaičiaus
(3D ir 3E pav.). Nepaisant to, įmanoma, jog esant stipresnėms sinapsinėms srovėms ir/arba labiau
depoliarizuotai membranai, NMDA receptoriai galėtų turėti įtakos kalcio srovėms ir suaugusios
varlės tectum dendrituose. Tam sužinoti reikalingi tolimesni tyrimai naudojant NMDA receptorių
blokatorius.

Tyrimo rezultatai nuo [17] skiriasi dar ir tuo, jog veikimo potencialas sukėlė 40% flu-
orescencijos suintensyvėjimą, tuo tarpu minėtoje studijoje aprašytas signalo padidėjimas viršijo
100%. Šį skirtumą galėtų paaiškinti tam tikri eksperimentinės technikos ypatumai. Visų pir-
ma, LSMU atliktų eksperimentų metu buvo tyrinėjami suaugusios varlės neuronai, turintys daug
didesnius dendritinius medžius nei atitinkami buožgalvių neuronai. Tikėtina, jog sinapsių recep-
torių savybės, tankis ir kalcio buferinės savybės buožgalvių ir suaugusių varlių neuronuose skiriasi.
Vis dėlto, didelių santykinių kalcio signalų amplitudės pokyčių 20–30 min trukmės registravimų
metu stebėta nebuvo. Galiausiai, didžioji dalis kiekybinių duomenų gauta tiriant proksimalinius–
vidurinius dendritų segmentus, kaip parodyta 2B pav. Foninis fluorescencijos triukšmas apsunkina
silpnų signalų aptikimą distaliniuose dendritų segmentuose. Be to, kalcio koncentracijos aptiki-
mui ploniausiuose dendritų šakose [17] naudota dviejų fotonų mikroskopija. Tikėtina, jog kalcio
koncentracijos padidėjimas daug ryškesnis distalinėse dendritų šakose nei viduriniuose dendritinio
medžio segmentuose.

Nors anksčiau atliktų tyrimų duomenys leidžia daryti prielaidą, jog veikimo potencialai su-
augusių varlių regos tectum esančių neuronų dendritais plinta greitai ir dideliais atstumais [17,47],
iki šiol tą patvirtinančių tyrimų atlikta nebuvo. Mūsų eksperimento rezultatai rodo, kad vaizdinio
dirgiklio sukelti kalcio koncentracijos pokyčiai suaugusių varlių tectum yra susiję su veikimo poten-
cialais, o kalcio įtekėjimas vyksta per elektrinius jonų kanalus. Tokia ląstelių savybė sinchroniškai
padidinti kalcio koncentraciją visame dendritiniame medyje leidžia reikšmingai padidinti sinap-
sinių signalų integravimo greitį ir įgalina greitą bei sudėtingą duomenų apdorojimą santykinai
mažoje smegenų srityje.
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3 pav. Dendritais sklindantys veikimo potencialai, atsakingi už kalcio koncentracijos pokyčius, ap-
tiktus naudojant dažomąją medžiagą OGB-1. A: Visi registruoti Ca2+ koncentracijos padidėjimai
sutapo su veikimo potencilais. Šiame grafike trys veikimo potencialai atitinka tris OGB-1 signalo
sustiprėjimus. B: Srovės leidimo metu, visi 7 veikimo potencialai sukėlė OGB-1 fluorescencijos
intensyvumo padidėjimą. C: Pirmojo veikimo potencialo ǐs B grafiko sutapimas laike su atitin-
kamu OGB-1 fluorescencijos signalu. Akivaizdu, jog OGB-1 fluorescencijos signalas sutiprėjo po
kelių milisekundžių nuo veikimo potencialo. Fluorescencijos registravimo dažnis 440 Hz.
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3 pav. (tęsinys) D, E: Srovės, leidžiamos pro registravimo mikroelektrodą, stimuliacijos ir vaiz-
dinio dirgiklio sukeltas kalcio patekimas į ląstelę yra panašus. D: Membraninės srovės, sukeltos
vaizdinio dirgiklio. E: Sulyginti vaizdinio stimuliavimo (pilki taškai) ir srovės impulso (juodi
taškai) sukeltos fluorescencijos grafikai. Pilka linija pažymėtas fluorescencijos atsakas į vaizdinį
dirgiklį. Kaip matyti ǐs D, tarp vaizdinio digiklio sukeltų veikimo potencialų intervalas didesnis;
tai paaǐskina lėtesnį fluorescencinio signalo augimą. Visi duomenys gauti tiriant to paties dendrito
100 µm ilgio segmentą. F, G: Fluorescencijos padidėjimas aptinkamas atstumu, didesniu nei 300

µm nuo neurono kūno, srityje, kurioje yra daug dendritinių šakų. Visose srityse OGB-1 signalo
laikas sutapo, greičiausiai dėl vaizdo registravimo dažnio apribojimo (100 Hz). Vertikali punk-
tyrinė linija G dalyje rodo įeinančiųjų sinapsinių srovių pradžią, o horizontali juoda punktyrinė
linija – nulinės srovės lygį.

4 pav. Didžioji kalcio koncentracijos dendrituose padidėjimo dalis panaikinta 100 µmol L ti-
po kalcio kanalų blokatoriaus nimodipino; kalcio atsakas visǐskai ǐsnyko esant 200 µmol kadmio
(Cd2+) koncentracijai. Žinoma, kad kadmis yra neselektyvus kalcio kanalų blokatorius. Veikimo
potencialai buvo generuojami depoliarizuojant neurono membraną srovės impulsu pro registravimo
mikroelektrodą.
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Išvados

1. Vaizdinis dirginimas suaugusios varlės regos tectum neuronų dendrituose sukelia dideliu grei-
čiu plintantį kalcio koncentracijos kitimą, atitinkantį veikimo potencialą.

2. Srovės, leidžiamos pro registravimo mikroelektrodą, ir vaizdinio dirgiklio sukeltas kalcio
koncentracijos kitimas yra panašus.

3. Kalcio koncentracijos kitimas tiksliai sutampa su mikroelektrodu registruotais veikimo po-
tencialais, bet nesutampa su sinapsinėmis srovėmis.

4. L tipo kalcio kanalų blokatoriai labai susilpnina, o neselektyvūs blokatoriai visai panaikina
kalcio koncentracijos atsaką į veikimo potencialus.
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