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1. SANTRAUKA 

Gabrielė Adomavičiūtė. Neuronų tinklų aktyvumo entorinalinėje žievėje in vitro 

tyrimas. Medicinos studijų baigiamasis magistrinis darbas / mokslinė vadovė dr. Nataša 

Svirskienė; Neurofiziologijos laboratorija, Neuromokslų institutas, Lietuvos sveikatos mokslų 

universitetas, Kaunas, 2018. 

Darbe tirti žiurkės entorinalinės žievės III sluoksnio neuronai, kurie tiesiogiai projektuojasi į 

hipokampo formacijos CA1 sritį ir turi įtakos trumpalaikės atminties formavimosi procesui. Yra 

žinoma, kad šitos srities neuronų aktyvumas palaikomas visą informacijos atmintyje išsaugojimo 

laiką. Eksperimentuose naudotuose storuose žiurkių smegenų entorinalinės žievės pjūviuose in vitro 

tyrėme muskarininių ir GABAB receptorių aktyvavimo poveikį savaiminei impulsacijai, kuri šiame 

preparate yra panaši į stebimą in vivo. Registruojant III sluoksnio entorinalinės žievės neuronus 

prisiurbiamais elektrodais buvo nustatyta, kad aplikuojant muskarininių receptorių agonistą 

karbacholį (2-5 μM) kartu su GABAB receptorių agonistu baklofenu (0,2-0,4 μM) statistiškai 

patikimai (p<0,003) padidėjo savaiminio spontatinio neuronų išsikrovimo tarpimpulsinių intervalų 

kintamumas. 

 

 

2. SUMMARY 

Gabriele Adomaviute. In vitro analysis of neural networks activity in entorhinal cortex. 

Master‘s thesis in medicine / supervisor dr. Natasa Svirskiene; Laboratory of Neurophysiology, 

Neuroscience Institute, Lithuanian University of Health Sciences, Kaunas, 2018. 

In our work we analysed neurons in the III layer of enthorinal cortex in rats. These neurons project 

directly to the region of CA1 in the hippocampal formation which impacts the process of short-term 

memory formation. It is known that the activity of neurons in this region is maintained during all 

period of information conservation in memory. In thick sections of rats’ enthorinal cortex that were 

used in the experiments in vitro we analysed the effect of activation of muscarinic and GABAB 

receptors to spontaneous impulsation which is similar to the one observed in vivo. In registration of 

neurons in III layer of enthorinal cortex in which we used patch-clamp technique we discovered 

statistically significant (p<0,003) increase of the variability of intrasynaptic intervals of 

spontaneous neuronal discharge during application of the agonist of muscarinic receptors - 

carbachol (2-5 μM) together with the agonist of GABAB receptors - baclofen (0,2-0,4 μM).  
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6. SANTRUMPOS 

EC – entorinalinė žievė 

MEC – medialinė entorinalinė žievė 

GABAB receptorius – metabotropinis membraninis gama-amino sviesto rūgšties receptorius, kuris 

yra sujungtas su kalio kanalais per G-baltymą 

mGluR  – metabotropinis glutamato receptorius 

CA1– amono rago 1 sritis  

CA2 – amono rago 2 sritis  

CA3 – amono rago 3 sritis  

DG – dantytasis vingis 

CV – kintamumo koeficientas (angl. coefficient of variation or relative standart deviation)  

ISI – tarpimpulsiniai laikiniai intervalai 

Carb – karbacholis 

Carb-Bac – karbacholis kartu su baklofenu 
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7. SĄVOKOS 

 

Agonistas – medžiaga, kuri inicijuoja fiziologinį atsaką, kai prisijungia prie receptoriaus. 

Alzheimerio liga – neurodegeneracinė liga, pasižyminti pažintinių funkcijų blogėjimu, 

kasdienės veiklos pasyvėjimu, elgsenos pokyčiais, neuropsichiatriniais simptomais. 

Anestezija – jautrumo nuslopinimas vaistais. 

Antagonistas – medžiaga, kuri veikia priešingai agonistui. 

Baklofenas – GABAB receptorių agonistas, neurotransmiterio GABA derivatas. 

In vitro – bandymas, atliekamas su gyvu audiniu, išėmus jį iš normalios biologinės aplinkos. 

In vivo – procesas (bandymas, tyrimas), atliekamas arba stebimas gyvame organizme. 

Karbacholis – cholinomimetinė medžiaga, kuri aktyvuoja acetilcholino muskarininio tipo 

receptorius. 

Kognityvinės funkcijos – tai žmogaus gebėjimas gauti, apdoroti, išlaikyti ir atgaminti tam tikrą 

informaciją. 

Mediatorius – tarpininkas. 

Metabotropinis receptorius – baltymas, kuris signalus perduoda keisdamas citozolio fermentų 

aktyvumą. 

Neurofibrilės – plonos nervinės ląstelės kūno ir jos ataugų skaidulėlės. 

Tau baltymas – yra citozolinis baltymas skatinantis mikrovamzdelių polimerizaciją iš tubulino ir 

stabilizuojantis šias dinamines struktūras. 

Teta ritmas – 4-8 Hz dažnio bangos galvos smegenyse. 

Veikimo potencialas – trumpalaikis ląstelės membranos poliariškumo pokytis. 
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8. ĮVADAS 

Entorinalinė žievė - parahipokampo vingyje esanti smegenų dalis, kuri yra mediatorius tarp 

hipokampo formacijos ir naujosios žievės. Entorinalinė žievėje išskiriami penki sluoksniai, iš kurių 

II ir III sluoksnio neuronai tiesiogiai projektuojasi į žievinį hipokampo sluoksnį.  

Nagrinėjant smegenų neurodegeneracinius procesus, sukeltus įvairių ligų - Alzheimerio liga, 

temporalinės skilties epilepsija, patogenezę ir kt., yra nustatyta, kad šios smegenų dalies neuronai 

degraduoja vieni pirmųjų. Pavyzdžiui, pačiose pradinėse Alzheimerio ligos stadijose jau stebima 

entorinalinės žievės tam tikrų sričių atrofija; ligai paūmėjus - prarandama apie 70% II sluoksnio ir 

40% III sluoksnio entorinalinės žievės neuronų. Dėl šių pažeidimų, pas pacientus atsiranda 

nesugebėjimas orientuotis įprastoje aplinkoje ir atminties sutrikimai.  

Yra gerai žinoma, kad medialinė smilkinio smegenų žievės sritis (angl. medial temporal lobe, MTL) 

aktyviai dalyvauja atminties formavimosi procesuose, o ypatingai - erdvinės darbinės atminties bei 

laikinosios asociatyviosios atminties formavime [22,23,24]. Todėl III sluoksnio medialinės 

entorinalinės žievės (angl. MEC)  neuronų projekcija į CA1 hipokampo sritį yra ypatingai svarbi 

trumpalaikės atminties organizavime: MEC pažeidimai trikdo informacijos perdavimą į CA1 sritį, o 

tai turi įtakos trumpalaikės bei ilgalaikės atminties formavimosi sutrikimams. Eksperimentai su 

gyvūnais bei žmonėmis in vivo [25, 26] parodė nuolatinį MEC srities aktyvumą, kuris buvo 

palaikomas visą informacijos išsaugojimo atmintyje laiką [27]. Iš to seka, kad EC III sluoksnio 

neuronai, tikriausiai, tarnauja kaip trumpalaikės informacijos išsaugojimo vieta. Nuolatinė šitų 

neuronų impulsacija gali būti palaikoma kaip sinapsiniais tinklais, taip ir viduląsteliniais 

mechanizmais [28, 29].  

Storų smegenų nuopjovų bei greitesnės perfuzijos oksigenuotų tirpalų naudojimas eksperimentuose 

su gyvūnais in vitro parodė, kad nervinis audinys tokiame preparate įgauna aktyvumą, panašų į 

stebimą in vivo [40].Taip pat yra nustatyta, kad II ir III entorinalinės žievės sluoksnių neuronai 

sintezuoja M1 ir M3 acetilcholinio receptorius [44], todėl yra jautrūs karbacholiui - nespecifiniam 

muskarininių receptorių agonistui, sintetiniam acetilcholino analogui. Kitų mokslininkų tyrimai, 

taikant autoradiografinius metodus, parodė, kad žiurkės entorinalinėje žievėje vyksta GABAB 

receptorių sintezė [46], todėl šių receptorių aktyvavimas baklofenu - GABAB receptorių agonistu - 

tikėtinai turėtų slopinti savaiminį spontaninį EC neuronų aktyvumą. Savo eksperimentuose in vitro, 

taikant storas žiurkės smegenų nuopjovas, siekėme nustatyti, kam reikalingas GABA išleidimas 

kartu su acetilcholinu [39] iš cholinerginių terminalių, įnervuojančių entorinalinę žievę. 
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9. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 

Darbo tikslas: 

Taikant viduląstelinį registravimą storų žiurkės smegenų nuopjovų entorinalinės žievės III 

sluoksnio neuronuose nustatyti GABAB receptorių aktyvavimo agonistu - baklofenu, įtaką 

savaiminiam neuronų aktyvumui, sustiprintam karbacholio poveikiu muskarininiams receptoriams. 

Uždaviniai: 

1. Ištirti, kaip neuronų savaiminis aktyvumas pasikeičia keliant perfuzijos tirpalo temperatūrą nuo 

kambario iki 32°C. 

2. Nustatyti karbacholio - muskarininių receptorių agonisto, poveikį savaiminiam neuronų 

aktyvumui bei impulsų sekas aprašančių parametrų (tarpimpulsinis intervalas, impulsacijos dažnis) 

statistikai. 

3. Nustatyti baklofeno, GABAB receptoriaus agonisto, poveikį savaiminiam karbacholio paveiktų 

neuronų aktyvumui, įvertinant impulsų sekų statistinių parametrų pasikeitimą. 
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10. LITERATŪROS APŽVALGA 

Entorinalinė žievė - parahipokampo vingyje esanti smegenų dalis, kuri yra mediatorius tarp 

hipokampo formacijos ir naujosios žievės. Susidomėjimas entorinaline žieve atsirado dvidešimtame 

amžiuje, kai Santiago Ramon y Cajal savo nervų sistemos anatominėse studijose aprašė užpakalinės 

temporalinės žievės dalį,  kuri yra stipriai susieta skaidulomis su hipokampu [1]. 

Tiek graužikų tiek primatų entorinalinė žievė lokalizuota temporalinėje skiltyje, glaudžiai 

susijungusi skaidulomis su hipokampu. Žiurkės hipokampas yra C raidės formos struktūra 

lokalizuota kaudalinėje smegenų dalyje. Galima išskirti tris regionus: dantytajį vingį, tikrajį 

hipokampą (sudarytą iš CA1, CA2, CA3 laukelių) ir ramstį. Hipokampo formacija yra sudaryta  iš 

trijų sluoksnių. Parahipokampas yra prigludęs prie hipokampo ir ribojasi su ramsčiu. Ši sritis yra 

padalinta į penkias dalis: priešramstinę, paramstinę, entorinalinę žievę (kuri yra sudaryta iš 

medialinės ir lateralinės dalies), peririnalinę žievę ir postrinalinę žievę [2].  

Medialinė entorinalinė žievė yra prie paramsčio ir prieramsčio, o lateralinė entorinalinė žievė yra 

greta naujosios žievės. Entorinalinė žievė turi penkis sluoksnius. Antro ir trečio sluoksnio neuronai 

yra pagrindiniai, kurie projektuojasi į žievinį hipokampo sluoksnį. Antro sluoksnio neuronai 

inervuoja distalinius du trečdalius hipokampo. Medialinės entorinalinės žievės neuronai 

projektuojasi į vidurinį hipokampo trečdalį, o lateralinės baigiasi distaliniame trečdalyje [3]. 

Lateralinės ir medialinės entorinalinės žievės reikšmė yra skirtinga. Lateralinė entorinalinė žievė 

gauna daugiau signalų iš sensorinės smegenų srities. Entorinės žievės ir hipokampo  grandinė yra 

žinoma kaip perforanto kelias. Entorinės žievės II sluoksnis projektuojasi į visą skersinį dantytojo 

vingio plotą bei CA3. Medialinės entorinės žievės III sluoksnis susideda iš pagrindinių ląstelių, 

kurios projektuojasi į CA1 ir ramstį, o II sluoksnis susideda iš dviejų skirtingų ląstelių tipų su 

skirtingais projekcijų taikiniais [4].  

Pagrindiniai entorinalinės žievės neuronai yra glutamaterginiai piramidiniai neuronai ir žvaigždinės 

ląstelės, o gabaerginai interneuronai yra paskirstę visuose sluoksniuose. Pagrindinės ląstelės 

abiejose entorinalinės žievės dalyse taip pat skiriamos į dvi pagrindines chemines grupes: 

kalbindinui ir rilinui jautrias ląsteles. Medialinėje entorinalinėje žievėje šios ląstelės 

susigrupavusios į lopinėlius, o laterealinėje dalyje yra pasidalinusios į du atskirus sluoksnius: IIa 

(rilino) ir IIb (kalbindino) [5, 6]. Medialinėje entorinalinėje žievėje didžiausią ląstelių pogrupį 

sudaro žvaigždinės ląstelės. Jos yra jautrios rilinui ir nejautrios kalbindinui. Piramidinės ląstelės 

sudaro antrą pagal dydį II sluosnio ląstelių pogrupį medialinėje dalyje. Daugumą jų yra kalbindinui 

teigiamos. Taip pat yra bent dvi tarpinių ląstelių grupės. Tarpinės žvaigždinės ląstelės sekretuoja 

riliną, o tarpinės piramidinės ląstelės - ir riliną, ir kalbindiną. Visas keturias ląstelių grupes galima 
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atskirti vieną nuo kitos pagal jų elektrofiziologinį profilį. Lateralinės entorinalinės žievės  II 

sluoksnyje galima išskirti bent keturis ląstelių pogrupius. Panašios į žvaigždines rilinui teigiamos 

ląstelės, piramidinės kalbindinui teigiamos, tarpinės ląstelės (įstrižinės piramidinės, išskiriančios 

kalbindiną, ir daugiapolės, išsikiriančios abi medžiagas). Rilinui teigiamos žvaigždinės ląstelės 

plačiai projektuojasi į hipokampą ir suformuoja perforantinio kelio į dantytąjį vingį ir CA3 pradžią 

[5].  

Funkciniu atžvilgiu medialinėje entorinalinės žievės dalyje dominuoja keletas neuronų tipų - 

gardelės neuronai, galvos pakreipimo neuronai bei ribiniai neuronai [7]. Šie neuronai projektuojasi į 

hipokampo vietos nustatymo neuronus, kuriuos 1971m. atrado J. O’Keefe, ir vaidina svarbų 

vaidmenį gyvūno erdvinėje orientacijoje bei erdvinės atminties formavime [8]. Skirtingų ląstelių 

tipų erdvinės informacijos reguliavimas priklauso nuo išsidėstymo ryšium su aplinka. 

Galvos pakreipimo neuronai yra išsirikiavę „kompaso“ kryptimis ir kiekviena galvos pakreipimo 

ląstelė perduoda impulsus dideliu dažniu, kai galva yra orientuojama tam tikru kampu 

horizontalioje plokštumoje. Galvos pakreipimo neuronai randami visuose medialinės entorinalinės 

žievės sluoksniuose ir, manoma, kad jie gauna informaciją iš prieramsčio, kur šito tipo ląstelių yra 

gausu [5].  

Kita ląstelių rūšis, randama medialinėje entorinalinėje žievėje (o taip pat ir susijusiose žievės 

dalyse, tokiose kaip ramstis, prieramstis, paramstis), yra ribiniai neuronai. Ribiniai neuronai yra 

išsidėstę iškiliose šių dalių ribose ir siunčia signalus kaip atsakus gyvūnui susidūrus su kraštais arba 

kai gyvūnas yra nustatytu atstumu nuo krašto ribos. Taigi, ribinių neuronų funkcija yra koduoti 

informaciją apie aplinkos ribų kryptį ir jų atstumą nuo gyvūno. Nors šios ląstelės pasiskirsčiusios 

pagrindė tose pačiose srityse kaip ir galvos pakreipimo neuronai, ribiniai neuronai sudaro ženkliai 

mažesnę visų entorinalinės žievės neuronų populiacijos dalį [9].  

Trečias - geriausiai išstudijuotas - specializuotų ląstelių pogrupis yra taip vadinamieji gardelės 

neuronai, kuriuos 2005 atrado E. ir M. Moser [10]. Daugiausia jų yra paviršiniuose (II ir III) 

medialinės entorinalinės žievės sluoksniuose ir jie siunčia signalus tiesiogiai į visus hipokampo 

regionus; taip pat šie neuronai aptinkami giliuosiuose medialinės entorinalinės žievės sluoksniuose 

bei prieramstyje ir paramstyje. Dauguma gardelės neuronų yra stebimi II medialinės entorinalinės 

žievės sluoksnyje, o anatomiškai gardelės neuronai būna kaip žvaigždines, taip ir piramidines 

formos [11]. Gardelės neuronai koduoja gyvūno erdvinę padėtį, selektyviai perduodant informaciją 

į trikampę tinklelį primenančią struktūrą. Entorinalinės žievės gardelės neuronai tiesiogiai 

projektuojasi į hipokampą, o jų elektrinis aktyvumas kinta priklausomai nuo besikeičiančios 

aplinkos. Nors tai leidžia daryti prielaidą, kad pakitęs gardelės neuronų elektrinis aktyvumas gali 
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generuoti skirtingus hipokampo kodus, tačiau buvo įrodyta, kad naujos ir skirtingos hipokampo 

vietos laukeliai išryškėja, kai gardelės neuronų impulsų perdavimas yra sutrikdomas. Dėl to atskiros 

grandys, esančios medialinėje entorinėje žievėje  yra specializuotos atlikti arba erdvinius, arba su 

atmintimi susijusius skaičiavimus. Kiekvienas gardelės neuronas turi daugybę signalo laukų, kurie 

yra periodiškai išsidėstę taisyklingomis šešiakampėmis gardelėmis skersai aplinkos paviršiui [12]. 

Gardelės neuronai panašiu atstumu vienas nuo kito yra išsidėstę grupelėmis. Šios grupelės 

išsidėsčiusios taip, kad gardelės neuronai su mažesniu atstumu randami labiau dorsaliau, o su 

didesniu – ventraliau. Didžioji dalis II sluoksnio gardelės neuronų yra žvaigždiniai. Periodiškai 

išsikraunantys gardelės neuronai iš medialinės entorinalinės žievės formuoja tiesiogines 

sužadinamasias projekcijas į hipokampą. Tačiau gardelės neuronų frakcijos bendroje entorinalinės 

žievės neuronų populiacijoje yra gana mažos - jos sudaro tik apie 30% visų į hipokampą 

besiprojektuojančių medialinės entorinalinės žievės ląstelių [13]. Likusi medialinės entorinalinės 

žievės įvesčių į hipokampą dalis susidaro iš ribinių neuronų bei galvos pakreipimo neuronų, o taip 

pat beveik pusei visų minėtų ląstelių nėra nustatytas erdvinis selektyvumas. 

Entorinalnė žievė svarbi nagrinėjant neurodegeneracinius smegenų procesus, tokius kaip 

Alzheimerio liga, temporalinės skilties epilepsija, patogenezę ir kitus, nes šios smegenų dalies 

neuronai yra ypatingai jautrūs pažeidimams [14]. Ankstyvoji Alzheimerio ligos stadija apibūdinama  

neurofibrilių rezginių, kurie sudaryti iš  hiperfosforalizuoto tau baltymo pluoštų, kaupimusi 

somatodendritinėje entorinalinės žievės dalyje, ypač II ir III sluoksniuose. Vėliau pakitęs tau 

baltymas išplinta į limbinę ir asociacinę žieves per trisinapsinę grandį. Taigi, pačiose pradinėse 

ligos stadijose stebima selektyvi entorinalinės žievės atrofija; vėliau prarandama apie 70% II 

sluoksnio ir 40% III sluoksnio entorinalinės žievės neuronų [15]. Pas pacientus atsiranda 

negebėjimas orientuojantis pažįstamoje aplinkoje, kas siejama su sužadinamų ląstelių netekimu bei 

gardelės neuronų funkcijos sutrikimu, įskaitant destabilizuotus gardelės laukus, sumažėjusį impulso 

greitį bei pakitusį tinklo aktyvumą. Tau baltymo patologija labiau paveikia sužadinimo neuronus 

nei inhibuojančius (slopinančius), kas sukelia žemą sužadinimą medialinėje entorinalinėje žievėje ir 

dėl ko destabilizuojami gardelės laukai. Neuronų tinklų ritmų sutrikimai ir pokyčiai yra būdingi 

neurologinių ar psichinių ligų atsiradimui. Tau baltymo kaupimasis medialinės entorinalinės žievės 

sužadinimo neuronuose  kartu žymios neuronų dalies praradimu sukelia taip vadinamąjį teta ritmą 

[16]. Sužadintas teta ritmas smegenyse stebimas vidutinio sunkumo kognityvinės funkcijos 

sutrikimo ir ankstyvos Alzheimerio ligos stadijos metu. 

Įvairūs galvos smegenų ritmai formuoja hierarchinę sistemą, kuri sudaro sintaksinę struktūrą [17]. 

Svarbiausios smegenų organizacijos ypatybės, aktyvus darbinės informacijos išlaikymas atmintyje 

ir vietinės bei globalios integracijos procesai yra palaikomi hierarchinės smegenų virpesių sistemos. 
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Lėti virpesiai generuoja didelius, sinchroniškus membranos potencialų svyravimus daugelyje 

neuronų tinklų, kurie paplitę visose smegenyse, o greiti virpesiai asocijuojami su mažesniais 

pokyčiais membranose, ribotame ląstelių skaičiuje, kurios yra sinchronizuotos apribotame 

neuroniniame tūryje [18]. Net kai smegenys pasiruošusios atlikti tam tikrą specifinę funkciją, 

pavyzdžiui apdoroti sensorinį stimulą, nukreipti dėmesį į tam tikras ypatybes, orientavimąsi 

erdvėje, įjungti darbinę atmintį ar pasiruošti judesiui - už šias funkcijas atsakingų struktūrų 

dinamika pakinta ir tam tikro dažnio virpesiai tampa dominuojančiais. Lėtesni ritmai gali atstatyti ir 

laikinai daryti įtaką vietiniams skaičiavimas daugybėje žievės zonų per kryžminę dažnių fazę ir 

amplitudžių sumavimą. Pavyzdžiui, hipokampo ir entorinalinės žievės teta virpesiai gali moduliuoti 

vietomis susidarantį neokortikalinį gama šabloną [19]. Ši ritmų sąveika atsakinga už nuolat 

kintančius smegenų aktyvumo modelius. 

Labiausiai paplitęs sinchronizuotas žievės ritmas yra greiti pulsuojantys hipokampo virpesiai. Teta 

virpesiai reprezentuoja hipokampo ir entorinės žievės sistemos mechanizmų palaikomų įvairių 

intraląstelinių ir grandinių ypatybių konsorciumą  [20]. Hipokampo teta virpesiai turi didžiausią 

dažnio variabilumą tarp skirtingų gyvūnų rūšių ir priklauso nuo gyvūno smegenų dydžio. Teta 

ritmas yra tipiškas gardelės neuronų iškrovos požymis, kuris yra stipresnis piramidinėse ląstelėse 

nei žvaigždinėse. Viena iš priežasčių, dėl kurios kyla teta virpesiai, yra sąveika tarp sužadinamųjų 

glutamaterginių neuronų ir slopinančiųjų gabaerginių interneuronų. Entorinalinės žievės gardelės 

neuronų aktyvumas yra sutrikdomas bei stebimas teta dažnio amplitudės sumažėjimas medialinėje 

entorinėje žievėje, kai hipokampas yra inaktyvuojamas [21]. 

Žinoma, kad medialinė smilkinio smegenų žievės sritis (angl. medial temporal lobe, MTL) turi labai 

didelę reikšmę atminties formavimuisi, ypatingai - erdvinės darbinės atminties bei laikinosios 

asociatyviosios atminties, kurios yra trumpalaikės - nuo šimtų milisekundžių iki kelių dešimčių 

sekundžių [22, 23, 24]. III sluoksnio medialinės entorininės žievės neuronų projekcija į CA1 

hipokampo sritį yra ypatingai svarbi trumpalaikės atminties organizavime: MEC pažeidimai trikdo 

informacijos perdavimą į CA1 sritį, kas iššaukia trumpalaikės atminties sutrikimus, ir kas, savo 

ruožtu, turi įtakos ilgalaikės epizodinės atminties nesusiformavimui. Eksperimentai su gyvūnais bei 

žmonėmis in vivo (magnetinio rezonanso tyrimai) [25, 26] parodė nuolatinį minėtos smegenų srities 

aktyvumą, kuris buvo palaikomas visą informacijos išsaugojimo atmintyje laiką [27]. Tokiu būdu 

entorinalinės žievės III sluoksnio neuronai, greičiausiai, tarnauja kaip trumpalaikės informacijos 

išsaugojimo vieta. Nuolatinė šitų neuronų impulsacija gali būti palaikoma kaip sinapsiniais tinklais, 

taip ir viduląsteliniais mechanizmais [28, 29] mGluR (I tipo) ir cholinerginių receptorių agonistų 

bei antagonistų aplikacija MEC neuronuose trukdo erdvinės darbinės atminties formavimuisi, taip 

pat pas gyvūnus nesiformuoja laikinė asociatyvi atmintis. Be to eksperimentuose, darytuose 
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smegenų nuopjovose in vitro yra parodyta, kad mGluR I tipo receptorių aktyvavimas MEC III 

sluoksnio pagrindinių tipų neuronuose palaiko jų nepertraukiamą iškrovą [30]. Taip pat yra žinoma, 

kad dauguma III sluoksnio MEC neuronų demonstruoja nuolatinės impulsacijos braižą, kol 

smegenų nuopjovos yra perfuzuojamos cholinerginiu agonistu karbacholiu (2-10 μM 

koncentracijos). Pakartotinė neuronų stimuliacija karbacholiu pamažu slopina nepertraukiamą 

veikimo potencialų generavimą [31]. 

Šiuo metu egzistuoja keletas teorijų, paaiškinančių nuolatinį MEC neuronų aktyvumą: tai sinapsinis 

sužadinimas bei individualūs viduląsteliniai minėtų neuronų mechanizmai. Antras teiginys 

patvirtinamas tuo, kad nuolatinė neuronų impulsacija atskiruose minėtos smegenų srityse yra 

palaikoma cholinerginės ir mGluR I grupės receptorių stimuliacijos. Tokia neuronų nepertraukiama 

iškrova buvo stebima entorinalinėje žievėje (angl. EC) ir hipokampo srityse CA1 ir CA3 [32-36]. 

Bandymai su mutuotomis pelėmis [37] parodė, jog egzistuoja tiesioginė projekcija iš MEC III 

sluoksnio ląstelių į CA1 hipokampo lauką.   

Kadangi savaiminis epizodinis aktyvumas siejamas su trumpalaike atmintimi bei su aktyvumų 

braižais užduočių vykdymo metu, šiame darbe tiriamas acetilcholino metabotropinių muskarininių 

receptorių aktyvavimo poveikis MEC neuronų savaiminiam veikimo potencialų generavimui, jų 

dažniui bei variabiliškumui. Taip pat buvo tiriamas šių veikimo potencialų generavimo parametrų 

pasikeitimas esant GABAB receptorių aktyvavimui. 
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11. TYRIMO METODIKA IR METODAI 

11.1 Tiriamosios medžiagos paruošimas 

Eksperimentams naudojamos 17-21 dienos amžiaus žiurkės (Wistar linija).anestezuojamos 

Sevoflurano inhaliaciniais garais (Sevoflurane Baxter 100%, Belgija). Visa anestezijos procedūra 

atliekama traukos spintoje. Anestezuojamas gyvūnas talpinamas į uždarą permatomą dėžę, kurioje 

sudaroma 5% Sevoflurano dujų  koncentracija. Gyvūnas vidutiniškai anestezuojamas 5-6 minutes, 

stebimas jo elgesys ir kvėpavimas. Praėjus 5 minutėms nuo anestezijos pradžios tikrinami gyvūno 

refleksai - raumenų atsipalaidavimas, reakcija į tarppirščių įžnybimus. Pilnai anestezuotas gyvūnas 

dekapituojamas specialiomis giljotinos žirklėmis, po to labai greitai atliekama smegenų išėmimo 

operacija: nuo viršugalvio žirklutėmis šalinami kailis ir oda, kaukolė prapjaunama per vidurinę 

liniją ir atlenkiama žnyplėmis, atsargiai išimamos smegenys. Smegenys patalpinamos į 30°C 

oksigenuotą modifikuotą Ringerio tirpalą: 126 mM NaCl, 3.5 mM KCl, 26 mM NaHCO3, 2 mM 

CaCl2, 5 mM MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 10 mM gliukozės. Toliau smegenys klijuojamos 

cianoakrilatiniais klijais („super glue“) ant specialaus pjaustymui skirto tefloninio padėklo, 

sutvirtinamos agaro (5 g agaras/100 ml H2O) blokeliais ir nardinamos į pjaustyklės (vibrotomo) 

vonelę, pripildytą šilto, 30°C, oksigenuoto modifikuoto Ringerio tirpalo (126 mM NaCl, 3.5 mM 

KCl, 26 mM NaHCO3, 2 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 10 mM gliukozės). 

Smegenys supjaustomos vibrotomu (WPI, 752M Vibroslice) 500-600 mkm storio pjūviais.  

 

1pav. Žiurkės smegenų horizontalaus pjaustymo metodika. Gaunamas pjūvis talpinantis 

entorinalinę (EC) ir hipokampo žievių sritis (CA1, CA3, DG). Rodyklėmis pažymėti aksonų pluoštai 

(juoda spalva) tarp skirtingų sričių, bei įėjimo pluoštai (pilka spalva) iš uoslės gumburo. Šaltinis: 

Ohara ir kiti [38]. 

Kiekvienas pjūvis, turintis entorinalinės žievės ir hipokampo sričių audinio, atpjaunant nuo audinio 

padalinamos į kairę ir dešinę dalis ir jos plačia pipete pernešamos iš pjaustymo vonelės į nuopjovų 

inkubacijos indą ant specialių pakeltų sietelių tam, kad oksigenuotas Ringerio tirpalas skalautų tiek 
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viršutinį, tiek ir apatinį nuopjovos paviršių. Inkubacijai naudojamas nuolat oksigenuojamas 

kambario temperatūros modifikuotas Ringerio tirpalas: 126 mM NaCl, 3,5 mM KCl, 26 mM 

NaHCO3, 2mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 10 mM gliukozės. Taip inkubuojamų 

nuopjovų paviršiuje nervinės ląstelės išlieka gyvybingos iki 5-6 valandų. 

Apytiksliai po 1 valandos inkubacijos, nuopjovos pagal poreikį perkeliamos į registracijai skirtą 

vonelę. Registracijos metu nuopjova nuolat perfuzuojama deguonies prisotintu 30°C Ringerio 

tirpalu (126 mM NaCl, 3.5 mM KCl, 26 mM NaHCO3, 1.5 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1.25 mM 

NaH2PO4, 10 mM gliukozės), perfuzijos greitis - 10 ml/min.  

11.2 Neuronų registracijos metodas 

Ląstelės buvo vaizdinamos vertikaliu Olympus BX51WIF (Japonija) mikroskopu su į 

vandenį paneriamu 40x objektyvu naudojant Andor Neo sCMOS kamerą (D. Britanija). Neuronų 

elektrinių signalų įrašymui taikėme registravimo nuo visos ląstelės prisiurbiamais elektrodais 

metodiką, kuriai buvo naudojami borosilikatinio stiklo mikroelektrodai. Neuronų vaizdinimas 

realiame laike (2 pav.) leidžia su registravimo elektrodu priartėti prie matomos ląstelės kūno, kuris 

atrenkamas pagal išvaizdą, tokiu būdu užtikrinant didžiausią gyvybingų ląstelių registravimo 

tikimybę. 

2 pav. Neuronų vaizdinimas Olympus mikroskopu palengvina neuronų registravimą prisiurbiamais 

mikroelektrodais 

Registracijai naudojamų mikropipečių varža 20-30 mΩ, elektrodai buvo gaminami iš borosilikatinio 

stiklo tūtelių  (1B150F-4, World Precision Instruments, Inc., JAV) elektrodų tempimo aparatu 

(NARISHIGE, PP-830). Viduląstelinio registravimo tirpalo, kuriuo buvo užpildyti registravimo 

elektrodai sudėtis: K gliukonatas 110 mM, HEPES - 40 mM, ATP+2MgCl2  - 2mM, NaCl - 4Mm. 
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Taip pat į elektrodų tirpalo sudėtį buvo pridedama dažo Aleksa Fluor 488 hidralazido (Invitrogen, 

JAV), jo koncentracija siekė 0,4 mM. Registruojamos ląstelės buvo dažomos tam, kad pasibaigus 

registracijai galima būtų vaizdinti (3 pav.) ir įvertinti ląstelę: priskirti ją tam tikrai žievės neuronų 

klasei, taip pat įvertinti distalinių dendritų galimus pažeidimus pjaustymo metu.  

 

3 pav. Registruotų neuronų vaizdinimas naudojant AlexFlour dažus (invertuotas paveikslėlis) 

11.3 Statistinė duomenų analizė 

Veikimo potencialų sekų charakterizavimui buvo skaičiuojami tarpimpulsiniai laikiniai 

intervalai (ISI), jų sekų vidurkis, standartinis nuokrypis, bei variacijos koeficientas (CV, arba 

santykinis standartinis nuokrypis), skaičiuojamas kaip standartinis nuokrypis padalintas iš vidurkio 

vertės. CV vertė eksponentinį pasiskirstymą turintiems dydžiams yra lygi 1, ISI sekoms, kurios 

pasižymi epizodiniu aktyvumu CV didesnis už vieną. Tarpimpulsinių laikinių intervalų sekų 

pokyčių statistinis patikimumas buvo vertinamas Student’o t testu, taikomu porai nepriklausomų 

stebėjimų rinkinių su dviejų „uodegų“ pasiskirstymais bei skirtingais standartiniais nuokrypiais. 
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12. REZULTATAI 

 Nuo visos ląstelės prisiurbiamais mikroelektrodais buvo registruota virš šimto medialinės 

entorinalinės žievės III sluoksnio ląstelių. Registravimas buvo atliekamas patalpinus entorinalinės 

žievės (EC) pjūvius į registravimo vonelę, registravimo elektrodas buvo vedamas į trečią EC 

sluoksnį, stebint smegenų nuopjovą kompiuterio ekrane Andor kameros bei vertikalaus Olympus 

mikroskopo pagalba. Kadangi dėl didelio tankio antro EC sluoksnio ląstelės gerai identifikuojamos 

mikroskopinio vaizdinimo metu, registravimui tinkama vieta pjūvyje buvo ieškoma žemiau šio 

sluoksnio. Taip pat buvo tikrinama, ar registravimo sritis priklauso entorinalinės žievės medialiniai 

daliai, kuri yra šalia prieramsčio srities: prieramsčio srityje neuronų tankis yra labai didelis ir pačios 

ląstelės gerai vizualizuojasi, tai palengvina šios srities identifikavimą bei EC medialinės dalies 

vietos nustatymą.  

Vaizdinė nuopjovos analizė, tinkamo registracijos neurono paieška ir pats kontakto tarp ląstelės 

membranos ir mikroelektrodo sudarymas buvo atliekami, kai naudojamo perfuzijai oksigenuoto 

tirpalo temperatūra buvo lygi kambario temperatūrai, nes, perkeliant pjūvius iš inkubacinio indo į 

registracijai pritaikytą vonelę, buvo siekiama minimaliai keisti nuopjovų laikymo aplinką. Be to, 

kontaktas, sudarytas tarp neurono membranos lopinėlio ir stiklinio registravimo mikroelektrodo 

paviršiaus, kambario temperatūroje yra geresnis nei aukštesnėje temperatūroje sudarytas kontaktas. 

Svarbu ir tai, kad kylant tirpalo temperatūrai, taip pat auga neuronų aktyvumas, todėl neuronų 

paieškos ir kontaktų sudarymo bandymo metu pjūvių, esančių žemesnės temperatūros tirpale, 

fiziologinė būklė ilgiau išlieka geresnė. 

Praplėšus membraną po kontakto sudarymo, buvo laukiama keletą minučių, kad įsitikintume, kad 

sudarytas elektrodo su neuronu kontaktas yra stabilus ir ląstelė tinkama tolimesnei registracijai. 

Fiksuojant membranos potencialą kambario temperatūroje, retai stebimas aukštas neurono ir 

sinapsinių signalų aktyvumas (4A pav.) Tam, kad priartintume nervinių ląstelių, esančių pjūvyje, 

sąlygas prie fiziologinės šiltakraujo gyvūno smegenų būsenos, buvo keliama perfuzijos tirpalo 

temperatūra (šildymas buvo atliekamas praleidžiant tirpalą šilumai laidžiu ilgu vamzdeliu, 

panardintu į 30-32°C temperatūros šildymo prietaiso rezervuarą). Aukštesnė nei 32-34°C 

temperatūra apribodavo ląstelių gyvybingumo laikotarpį. Įtekančio tirpalo temperatūra buvo 

matuojama elektroniniu termometru prie pat registravimo vonelės. 30-32°C perfuzijos tirpalo 

temperatūra buvo pasiekiama per 1-2 minutes nuo ląstelės registravimo pradžios.  

Pakilus tirpalo temperatūrai, buvo stebimas neuronų aktyvumo didėjimas, kuris nusistovėdavo per 

kelias minutes. Nusistovėjus neurono impulsacijai, buvo daromas 1-2 minučių trukmės srovės 

verčių įrašas potencialo fiksacijos režime (membranos potencialas buvo fiksuojamas esant -70mV) 



18 
 

arba spontaniškai generuojamų veikimo potencialų 1-2 minučių trukmės įrašas srovės fiksacijos 

režime (buvo palaikoma nuo -65 iki -70mV membranos potencialo vertė injekuojant nuolatinę 

srovę). Šilto tirpalo perfuzijos sąlygomis nervinio audinio aktyvumas išaugdavo - tai atsispindėdavo 

registruojamų sinapsinių srovių stiprėjimu ir veikimo potencialų generavimą sąlygojančių srovių  

dažnio išaugimu potencialo fiksacijos registravimo režime (4B pav.). Registruojami didesnės 

įtekančios (neigiamos) membraninės srovės epizodai ir su jais susijęs impulsacijos dažnio 

padidėjimas (pav. 4B) atspindi epizodinį nervinio tinklo aktyvumo išaugimą.  

 

4 pav. (A) Entorinalinės žievės 3 sluoksnio ląstelės savaiminis aktyvumas (potencialo fiksacijos 

režimas, smegenų nuopjovos storis 500μm) kambario temperatūroje, 20˚C. (B) - to paties neurono 

savaiminio aktyvumo padidėjimas, pašildžius nuopjovos perfuzijai naudotą modifikuotą Ringerio 

tirpalą iki 32˚C. 

Vienuolikoje registruotų neuronų savaiminis aktyvumas buvo pakankamai aukštas kad jį būtų 

galima apibūdinti statistiniais metodais, t.y. šiose ląstelėse spontaniškai buvo generuojama daugiau 

negu 50 nervinių impulsų per 2 minučių registracijos laikotarpį. Šiuose neuronuose vidutinis 

tarpimpulsinis laiko intervalas buvo 1150 ± 930 ms, o stebėtas impulsacijos dažnis kito nuo 4 iki 20 

Hz. Tarpimpulsinių intervalų kintamumo koeficientas (CV) buvo 3,1 ± 2,2.  

Neuronuose, kuriuose savaiminis spontaninis veikimo potencialų generavimo dažnis buvo ne 

aukštesnis negu 20Hz, buvo tiriamas muskarinių receptorių aktyvavimo poveikis naudojant šių 

receptorių agonistą - karbacholį (Carbamylcholine chloride, 99%, Sigma Aldrich, JAV). Dėl 

eksperimentinių gyvūnų skirtingo amžiaus (17-21 dienos) jų smegenų išsivystymas skyrėsi, todėl 

buvo taikytos skirtingos, nuo 2 iki 40 μM karbacholio koncentracijos. Kaip ir tikėtasi, veikimo 

potencialų generavimo dažnis smarkiai padidėjo, ypač esant didesnėms karbacholio 

koncentracijoms (5B pav., karbacholio koncentracija perfuzijos tirpale - 20 μM). Neuronų 

aktyvumo stabilumas net ir aukštesnių karbacholio koncentracijų atveju (n=4, 15-40 μM) rodo, jog 

naudojamame didesnio storio preparate (nuopjovos storis - 0,6 mm) pagreitinta tirpalo perfuzija yra 

pakankama stabiliam nervinių tinklų aktyvumui palaikyti (5B pav.).  



19 
 

Didelio dažnio veikimo potencialų generavimas esant membranos potencialo fiksacijai neurono 

kūne (n=4, karbacholio koncentracija - 15-40 μM) rodo, jog neurono sužadinimas buvo nulemtas 

nerviniame tinkle generuojamų sinapsinių signalų, o ne membranos srovių priklausančios nuo 

muskarininių receptorių moduliacijos. Esant skirtingų koncentracijų karbacholio aplikacijai stebėti 

tarpimpulsiniai veikimo potencialų generavimo intervalai buvo 330 ± 290 ms (n=35 sekos), t.y. 

vidutinis impulsacijos dažnis buvo 3Hz (minimalus dažnis buvo 0,6Hz, maksimalus - 50Hz). 

Impulsų sekų kintamumo koeficientas (CV) buvo 2,75 ± 1,8, t.y. žemesnis, negu stebėtas esant 

savaiminiam spontaniniam aktyvumui be karbacholio aplikacijos, tačiau pokytis nebuvo statistiškai 

reikšmingas (Student’o t testas, p <0,6). Esant aukštesnėms karbacholio koncentracijoms, arba 

labiau išsivysčiusiam nerviniam audiniui, karbacholio taikymas sukeldavo nuolatinę impulsaciją 

(5B pav.) potencialo fiksacijos ląstelės kūne registravimo sąlygomis, o kartais - aukštos 

depoliarizacijos epizodus srovės fiksacijos sąlygomis, kurių metu veikimo potencialai nebuvo 

generuojami dėl natrio srovių inaktyvacijos (7A pav.). 

 

5 pav.(A) Entorinalinės žievės 3 sluoksnio neurono spontaninis aktyvumas (porencialo fiksacijos 

režimas). (B) Tos pačios nervinės ląstelės spontaninio išsikrovimo dažnio padidėjimas į nuopjovos 

perfuzijos modifikuotą Ringerio tirpalą pridėjus cholinerginio agonisto karbacholio (20 μM). 

Ląstelės veikimo potencialų generavimo dažnio padidėjimas atžymi karbacholio poveikio pradžią. 

 

Tam, kad registruojama neurono impulsacija būtų artimesnė esančiai in vivo, duomenys buvo 

renkami srovės fiksacijos registravimo režime. Labiau subrendusių gyvūnų (19-21 dienos amžiaus) 

neuronams (n=11) ganėtinai žemos - 2-5 μM - karbacholio koncentracijos taikymas  jau iššaukdavo 

žymius pokyčius veikimo potencialų generavimo dažnyje. 6 paveiksle parodyta, kaip skiriasi 

savaiminis to paties neurono impulsacijos dažnis, ir kaip impulsacijos dažnis auga, pridėjus į 

perfuzijos tirpalą 2 μM bei 5 μM karbacholio. Membranos potencialo generavimo dažnio „bangos“, 

stebimos 6 paveiskle, iliustruoja sinapsinių įėjimų kintamumą, kuris atspindi epizodinį neuronų 

aktyvumą sužadintame nerviniame tinkle. 
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6 pav. Entorinalinės žievės trečio sluoksnio piramidinio neurono savaiminio spontaninio aktyvumo 

(A) pasikeitimas po pridėjimo į perfuzijos tirpalą 2 μM karbacholio (B) ir 5 μM karbacholio (C). 

Cholinerginio agonisto karbacholio koncentracijos perfuzijos tirpale padidėjimas iššaukia neurono 

išsikrovimo dažnio augimą. 

Kadangi muskarininių receptorių aktyvavimas taikant palyginti neaukštą karbacholio koncentraciją 

sukeldavo labai stiprius nervinio audinio susižadinimus (7A  pav.), buvo logiška pabandyti 

aktyvuoti GABAB receptorius panardinant nuopjovas į 0,2 -0,4 μM koncentracijos baklofeno ((RS)-

Baclofen, Tocris, JAV), kuris yra GABAB receptorių agonistas, perfuzijos tirpalą. Be to, neseniai 

yra nustatyta, kad GABA neurotransmiteris išleidžiamas kartu su acetilcholinu iš cholinerginių 

neuronų terminalių, kurie yra lokalizuoti smegenų pamato branduoliuose [39]. Karbacholio sukelto 

aktyvumo slopinimas baklofenu stabilizavo aktyvumą (7B pav.) ir padidino impulsacijos 

kintamumo koeficientą: keturiuose neuronuose po karbacholio taikymo vidutinis dažnis buvo apie 

5Hz su tarpimpulsinių intervalų kintamumo koeficientu 0,85, tuo tarpu po baklofeno papildomo 

įdėjimo impulsacija sulėtėjo iki 2Hz, o kintamumo koeficientas smarkiai išaugo - iki 4,2.  

Lyginant impulsų sekų charakteristikas esant tik karbacholiui, vidutinis stebėtas tarpimpulsinis 

intervalas buvo 330±260 ms, t.y. impulsacijos dažnis siekė apytiksliai 3Hz, o kintamumo 

koeficientas - CV=2,76±1,8. Tuo tarpu neuronų impulsų sekoms, kai buvo taikomas karbacholis 

kartu su baclofenu, tarpimpulsinis intervalas buvo 580±390ms, t.y. dažnis siekė apytiksliai 1,8Hz, o 

kintamumo koeficientas - CV=4,1±1,6. Taikant Student’o t testą dviems nepriklausomiems 

kintamumo koeficientų stebėjimų rinkiniams, surasta, kad baklofeno taikymas, t.y. GABAB 
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receptorių aktyvavimas, statistiškai patikimai padidino tarpimpulsinių intervalų kintamumą 

(p<0,003). 

 
7 pav. Entorinalinės žievės trečio sluoksnio piramidinio neurono savaiminio spontaninio aktyvumo 

(A) pasikeitimas po pridėjimo į perfuzijos tirpalą 5 μM karbacholio sukėlė labai stiprų veikimo 

potencialų dažnio išaugimą (B). GABAB receptorių agonisto baklofeno pridėjimas į perfuzijos 

tirpalą neurono aktyvumą padarė epizodiniu su kintamu dažniu ir trukme. 

Eksperimentuose taikėme įvairias karbacholio ir baklofeno koncentracijas tam, kad gautume jų 

pastebimą poveikį įvairios brandos EC trečio sluoksnio neuronuose. Atrinkus sukeltas savaiminio 

aktyvumo veikimo potencialų sekas, kurių dažnis buvo nuo 0,6 iki 4 Hz, ir nubraižius šiose sekose 

stebėtus impulsacijos kintamumo koeficientus, pastebėjome (8 pav.), jog pridėjus į perfuzijos 

tirpalą baklofeno, kintamumo koeficientai yra didesni tam pačiam sukeltam dažniui.  Neuronuose, 

kurių impulsacijos dažnis pateko į minėtą intervalą (0.6-4 Hz),taikant tik karbacholį vidutinis 

impulsų dažnis buvo 2 Hz, o karbacholio ir baklofeno poveikio metu – 1,7 Hz. Šioms duomenų 

imtims tarpimpulsinių intervalų kintamumo koeficientas buvo atitinkamai 3,6 tik karbacholiui ir 4,3 

karbacholiui plius baklofenui, t.y. baklofeno poveikyje kintamumas padidėjo 0,7 arba 17%.  Dėl 

nepakankamo duomenų skaičiaus ir jų išsibarstymo, šis kintamumo koeficiento CV augimas 

nebuvo statistiškai patikimas (p<0,17).  

 

8 pav. Tarpimpulsinių intervalų kintamumo koeficiento priklausomybė nuo tarpimpulsinių intervalų 

(ms) vidutinės vertės. Mėlyni taškai rodo padidėjusį kintamumą aplikavus baklofeną, t.y. aktyvavus 

slopinančius GABAB receptorius. 
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13. REZULTATŲ APTARIMAS 

 Eksperimentuose tyrėme nervinio audinio aktyvumą žiurkės entorinalinės žievės 

nuopjovose, kurių storis buvo 0,5 – 0,6 mm. Įprastai eksperimentuose su smegenų nuopjovomis 

naudojami plonesni, 0,3-0,4 mm storio pjūviai, kurių gyvybingumas palaikomas perfuzuojant juos 

oksigenuotu Ringerio tirpalu tekančiu apytiksliai 2 ml/min greičiu. Didinant perfuzijos greitį iki 6 

ml/min buvo parodyta, kad nervinis audinys storose (0,45 mm) nuopjovose su pakankama 

oksigenacija visuose nuopjovos gyliuose [40] įgauna aktyvumą, panašų į stebimą in vivo. Mūsų 

atliktuose eksperimentuose nuopjovos buvo perfuzuojamos 10 ml/min greičiu, todėl tikėtina, kad 

nervinis audinys buvo pakankamai prisotintas deguonimi ir sukeltas aktyvumas yra panašus į 

stebimą in vivo. 

Norėdami sustiprinti savaiminį nervinio audinio aktyvumą, taikėme muskarininių receptorių 

agonistą – karbacholį, kurio koncentracija buvo nuo 2 μM iki 40 μM. Yra žinoma, jog karbacholis 

turi apie 4 μM giminingumą (t. y. taikant tokią karbacholio koncentraciją, jis prisiriša prie pusės 

receptorių) M3 tipo acetilcholino receptoriams [41], todėl taikytos aukštesnės karbacholio 

koncentracijos buvo reikalingos stipresniam efektui per trumpesnį laiką pasiekti. Panašios 

koncentracijos buvo taikytos ir kituose tyrimuose. Pavyzdžiui, nagrinėjant membranos savybių 

moduliaciją, taikyta 10-50  μM koncentracija [42], o sukeltam MEC III sluoksnio neuronų 

aktyvumui tirti taikyta 2-10  μM koncentracija [43]. Karbacholis yra nespecifinis skirtingų 

muskarininių receptorių tipų agonistas. Entorinalinėje žievėje II ir III sluoksniuose nustatyta M1 ir 

M3 acetilcholinio receptorių tipų sintezė  [44], todėl taikyto karbacholio poveikis savaiminiam 

neuronų aktyvumui pasireiškė dėl šių receptorių aktyvavimo. 

Dėl skirtingo eksperimentinių gyvūnų amžiaus (17-21 d.) karbacholio taikymo efektas buvo įvairus 

ir kartais tekdavo taikyti aukštesnes jo koncentracijas. Ši eksperimente naudojamų žiurkių amžiaus 

sritis (17-21 d.) parinkta dėl geresnio ląstelių išgyvenamumo ir preparato gyvybingumo - kuo 

jaunesni gyvūnai, tuo daugiau išlieka neuronų po smegenų pjaustymo. Dėl šio amžiaus apribojimo 

nervinio audinio branda preparate buvo įvairi. Tiriant muskarino receptorių kiekio membranoje 

priklausomybę nuo žiurkių amžiaus nustatyta, jog šis kiekis didėja iki 20 dienų amžiaus [45]. Todėl 

galima teigti, kad savaiminio aktyvumo reakcija į žemesnias karbacholio koncentracijas 19-21 d. 

gyvūnuose atspindi moduliacinį pokytį, kuris sukeliamas cholinerginių pluoštų aktyvavimo metu 

suaugusiuose gyvūnuose.  

Kartu su karbacholiu taikėme baklofeną, kurio koncentracija buvo 0,2-0,4  μM. Tyrimuose, taikant 

autoradiografinius metodus, žiurkės smegenyse entorinalinėje žievėje nustatyta GABAB receptorių 

sintezė [46], todėl šių receptorių aktyvavimas baklofenu ir to pasekoje stebėtas savaiminio 
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aktyvumo neuronuose slopinimas buvo tikėtinas. Baklofeno giminingumas GABAB receptoriams 

yra 0,33 μM, nustatant jį izoliuotose membranose [47]. Taigi, mūsų tyrimuose naudota baklofeno 

koncentracija net ir per ilgą aplikacijos laiką lėmė tik dalies GABAB receptorių aktyvavimą. 

Fiziologiniuose tyrimuose paprastai taikoma didesnė - 1 μM koncentracija kad būtų pasiektas 

akivaizdus efektas [48], tačiau mūsų atliktuose eksperimentuose didesnės koncentracijos lėmė 

visišką aktyvumo blokavimą ir dėl to nebuvo taikytos.  

Taikant slopinančių GABAB receptorių agonistą baklofeną, nustatėme tarpimpulsinio intervalo 

kintamumo padidėjimą kartu su nuspėjamu vidutinio impulsacijos dažnio sumažėjimu. Šis 

rezultatas reiškia, kad GABA išleidimas kartu su acetilcholinu iš cholinerginių terminalių, 

įnervuojančių entorinalinę žievę [39], gali būti skirtas neuronų sužadinamumo kontrolei ir jų atsako 

kintamumui padidinti. Registruojant hipokampo neuronus, kuriuos įnervuoja EC neuronai, 

aktyvumą judančiuose gyvūnuose in vivo, buvo aptikti epizodiniai, kelias sekundes trunkantys šių 

neuronų susižadinimai [49, 50], kurie labai primena stebėtus mūsų registracijose įrašus (7B pav.). 

Tai reiškia, kad vienalaikis muskarininių ir GABAB receptorių aktyvavimas in vivo keičia nervinių 

tinklų aktyvumą ir tokiu būdu formuoja epizodinį smegenų aktyvavimą aplinkos tyrinėjimo ir 

judėjimo joje metu.  
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14. IŠVADOS 

1. Pakėlus perfuzijos tirpalo temperatūrą nuo kambario temperatūros, kai savaiminio ląstelių 

aktyvumo nebuvo arba jis buvo labai žemas, iki 32°C, buvo stebimas neuronų impulsinio aktyvumo 

augimas. Temperatūrai esant 32°C, vienuolikoje neuronų vidutinis tarpimpulsinis intervalas siekė 

1150 ± 930 ms, o stebėtas impulsacijos dažnis - nuo 4 iki 20 Hz. Tarpimpulsinių intervalų 

kintamumo koeficientas (CV) buvo 3,1 ± 2,2.  

2. Taikant skirtingas karbacholio koncentracijas, stebėti tarpimpulsiniai veikimo potencialų 

generavimo intervalai buvo 330 ± 290 ms (n=35 sekos), o vidutinis impulsacijos dažnis - 3Hz 

(minimalus dažnis - 0,6Hz, maksimalus - 50Hz). Impulsų sekų tarpimpulsinių intervalų kintamumo 

koeficientas (CV) buvo 2,75 ± 1,8, t.y. žemesnis, nei esant savaiminiam aktyvumui be karbacholio, 

tačiau šis pokytis nebuvo statistiškai reikšmingas (p <0,6). 

3. Aplikuojant karbacholį kartu su baclofenų, neuronų impuslų sekų tarpimpulsinis intervalas tapo 

580±390ms, dažnis siekė apytiksliai 1,8Hz, o kintamumo koeficientas - CV - 4,1±1,6. Taikant 

Student'o t testą dviems nepriklausomiems kintamumo koeficientų stebėjimų rinkiniams buvo 

surasta, kad baklofeno pridėjimas į perfuzijos terpę, t.y. GABAB receptorių aktyvavimas, sumažino 

vidutinį dažnį ir statistiškai patikimai padidino tarpimpulsinių intervalų kintamumą (p<0,003). 

Tarpimpulsinių intervalų kintamumo augimas rodo sustiprėjusį epizodinį aktyvumą esant 

muskraininių ir GABAB receptorių aktyvumui. 
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