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1. SANTRAUKA

Gabrielée Adomavicitité. Neurony tinkly aktyvumo entorinalingje zievéje in vitro
tyrimas. Medicinos studijy baigiamasis magistrinis darbas / moksliné vadové dr. Natasa
Svirskiené; Neurofiziologijos laboratorija, Neuromoksly institutas, Lietuvos sveikatos moksly

universitetas, Kaunas, 2018.

Darbe tirti ziurkés entorinalinés zievés III sluoksnio neuronai, kurie tiesiogiai projektuojasi j
hipokampo formacijos CAL sritj ir turi jtakos trumpalaikés atminties formavimosi procesui. Yra
zinoma, kad $itos srities neurony aktyvumas palaikomas visg informacijos atmintyje iSsaugojimo
laikg. Eksperimentuose naudotuose storuose ziurkiy smegeny entorinalinés zievés pjaviuose in vitro
tyréme muskarininiy ir GABAB receptoriy aktyvavimo poveik] savaiminei impulsacijai, kuri Siame
preparate yra panasi ] stebimg in vivo. Registruojant III sluoksnio entorinalinés Zievés neuronus
prisiurbiamais elektrodais buvo nustatyta, kad aplikuojant muskarininiy receptoriy agonistg
karbacholj (2-5 uM) kartu su GABAg receptoriy agonistu baklofenu (0,2-0,4 puM) statistiskai
patikimai (p<0,003) padidéjo savaiminio spontatinio neurony iSsikrovimo tarpimpulsiniy intervaly

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 11l 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 GABAg
receptors to spontaneous impulsation which is similar to the one observed in vivo. In registration of
neurons in Il 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 uM) together with the agonist of GABAGg receptors - baclofen (0,2-0,4 uM).



3. PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo magistrinio darbo vadovei dr. Natasai Svirskienei uz didele pagalba rasant

baigiamajj magistrinj darba.

4. INTERESU KONFLIKTAS

Rengiant magistro baigiamajj darbg interesy konfliktas nekilo.

Mokslinis darbas buvo finansuojamas LSMU Medicinos fakulteto studijy 1éSy fondo.

5. ETIKOS KOMITETO LEIDIMAS

Bandomyjy gyviny naudojimo jmonei: LSMU, Neuromoksly institutas, Neurofiziologijos
laboratorija (bandomyjy gyviny jmonés veterinarinio patvirtinimo numeris: LT-61-19-001)
suteiktas Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti eksperimentus su gyviinais

(Wistar linijos ziurkés) Nr. G2-64. Isduotas 2017-03-31, galioja iki 2018-12-31.



6. SANTRUMPOS
EC — entorinaliné zieve
MEC — medialiné entorinaliné zieve

GABAE& receptorius — metabotropinis membraninis gama-amino sviesto riigsties receptorius, kuris

yra sujungtas su kalio kanalais per G-baltyma

mGIuR — metabotropinis glutamato receptorius

CA1- amono rago 1 sritis

CA2 — amono rago 2 sritis

CAS3 — 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



7. SAVOKOS

Agonistas — medziaga, kuri inicijuoja fiziologinj atsaka, kai prisijungia prie receptoriaus.
Alzheimerio liga — neurodegeneraciné liga, pasiZyminti pazintiniy funkcijy blogéjimu,
kasdienés veiklos pasyvéjimu, elgsenos pokyciais, neuropsichiatriniais simptomais.

Anestezija — jautrumo nuslopinimas vaistais.

Antagonistas — medziaga, kuri veikia prieSingai agonistui.

Baklofenas — GABARg receptoriy agonistas, neurotransmiterio GABA derivatas.

In vitro — bandymas, atlickamas su gyvu audiniu, i§émus jj i$ normalios biologinés aplinkos.

In vivo — procesas (bandymas, tyrimas), atliekamas arba stebimas gyvame organizme.
Karbacholis — cholinomimetiné medziaga, kuri aktyvuoja acetilcholino muskarininio tipo
receptorius.

Kognityvinés funkcijos — tai zmogaus geb¢jimas gauti, apdoroti, iSlaikyti ir atgaminti tam tikrg
informacija.

Mediatorius — tarpininkas.

Metabotropinis receptorius — baltymas, kuris signalus perduoda keisdamas citozolio fermenty
aktyvuma.

Neurofibrilés — plonos nervinés lgstelés kiino ir jos ataugy skaiduléles.

Tau baltymas — yra citozolinis baltymas skatinantis mikrovamzdeliy polimerizacijg i$ tubulino ir
stabilizuojantis Sias dinamines strukturas.

Teta ritmas — 4-8 Hz daznio bangos galvos smegenyse.

Veikimo potencialas — trumpalaikis Igstelés membranos poliariSkumo pokytis.



8. IVADAS

Entorinaliné zievé - parahipokampo vingyje esanti smegeny dalis, kuri yra mediatorius tarp
hipokampo formacijos ir naujosios zievés. Entorinaliné zievéje iSskiriami penki sluoksniai, i§ kuriy

IT ir IIT sluoksnio neuronai tiesiogiai projektuojasi j zievinj hipokampo sluoksnj.

Nagrinéjant smegeny neurodegeneracinius procesus, sukeltus jvairiy ligy - Alzheimerio liga,
temporalinés skilties epilepsija, patogeneze ir Kt., yra nustatyta, kad Sios smegeny dalies neuronai
degraduoja vieni pirmyjy. Pavyzdziui, paiose pradinése Alzheimerio ligos stadijose jau stebima
entorinalinés zievés tam tikry sri¢iy atrofija; ligai paiméjus - prarandama apie 70% Il sluoksnio ir
40% 11l sluoksnio entorinalinés zievés neurony. Dél Siy pazeidimy, pas pacientus atsiranda

nesugebéjimas orientuotis jprastoje aplinkoje ir atminties sutrikimai.

Yra gerai Zinoma, kad medialiné smilkinio smegeny Zievés sritis (angl. medial temporal lobe, MTL)
aktyviai dalyvauja atminties formavimosi procesuose, 0 ypatingai - erdvinés darbinés atminties bei
laikinosios asociatyviosios atminties formavime [22,23,24]. Todél III sluoksnio medialinés
entorinalinés zievés (angl. MEC) neurony projekcija j CA1 hipokampo sritj yra ypatingai svarbi
trumpalaikés atminties organizavime: MEC paZeidimai trikdo informacijos perdavimg j CAl srit], o
tai turi jtakos trumpalaikés bei ilgalaikés atminties formavimosi sutrikimams. Eksperimentai su
gyvinais bei Zzmonémis in vivo [25, 26] parodé nuolatinj MEC srities aktyvuma, kuris buvo
palaikomas visg informacijos i§saugojimo atmintyje laikg [27]. I$ to seka, kad EC III sluoksnio
neuronai, tikriausiai, tarnauja kaip trumpalaikés informacijos iSsaugojimo vieta. Nuolatiné Sity
neurony impulsacija gali biiti palaikoma kaip sinapsiniais tinklais, taip ir vidulgsteliniais

mechanizmais [28, 29].

Story smegeny nuopjovy bei greitesnés perfuzijos oksigenuoty tirpaly naudojimas eksperimentuose
Su gyvinais in vitro parodé, kad nervinis audinys tokiame preparate jgauna aktyvuma, panasy j
stebimg in vivo [40].Taip pat yra nustatyta, kad II ir III entorinalinés zievés sluoksniy neuronai
sintezuoja M1 ir M3 acetilcholinio receptorius [44], todél yra jautrGs karbacholiui - nespecifiniam
muskarininiy receptoriy agonistui, sintetiniam acetilcholino analogui. Kity mokslininky tyrimai,
taikant autoradiografinius metodus, parode, kad Ziurkés entorinalingje Zievéje vyksta GABAB
receptoriy sintezé [46], todél §iy receptoriy aktyvavimas baklofenu - GABAg receptoriy agonistu -
tikétinai turéty slopinti savaiminj spontaninj EC neurony aktyvumg. Savo eksperimentuose in vitro,
taikant storas ziurkés smegeny nuopjovas, sieckéme nustatyti, kam reikalingas GABA isleidimas

kartu su acetilcholinu [39] i$ cholinerginiy terminaliy, jnervuojan¢iy entorinaling zieve.



9. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Taikant vidulgstelinj registravimg story ziurkés smegeny nuopjovy entorinalinés zievés III
sluoksnio neuronuose nustatyti GABAg receptoriy aktyvavimo agonistu - baklofenu, jtaka

savaiminiam neurony aktyvumui, sustiprintam karbacholio poveikiu muskarininiams receptoriams.
UZdaviniai:

1. Istirti, kaip neurony savaiminis aktyvumas pasikeiCia keliant perfuzijos tirpalo temperatiirg nuo

kambario iki 32°C.

2. Nustatyti karbacholio - muskarininiy receptoriy agonisto, poveikj savaiminiam neurony
aktyvumui bei impulsy sekas aprasan¢iy parametry (tarpimpulsinis intervalas, impulsacijos daznis)

statistikai.

3. Nustatyti baklofeno, GABAEg receptoriaus agonisto, poveikj savaiminiam karbacholio paveikty

neurony aktyvumui, jvertinant impulsy seky statistiniy parametry pasikeitima.



10.  LITERATUROS APZVALGA

Entorinaliné Zievé - parahipokampo vingyje esanti smegeny dalis, kuri yra mediatorius tarp
hipokampo formacijos ir naujosios zieves. Susidoméjimas entorinaline Zieve atsirado dvideSimtame
amziuje, kai Santiago Ramon y Cajal savo nervy sistemos anatominése studijose aprasé uzpakalinés

temporalinés zievés dalj, kuri yra stipriai susieta skaidulomis su hipokampu [1].

Tiek grauziky tiek primaty entorinaliné zievé lokalizuota temporalinéje skiltyje, glaudziai
susijungusi skaidulomis su hipokampu. Ziurkés hipokampas yra C raidés formos struktiira
lokalizuota kaudalin¢je smegeny dalyje. Galima iSskirti tris regionus: dantytajj vingj, tikrajj
hipokampg (sudarytg i§ CAl, CA2, CA3 laukeliy) ir ramstj. Hipokampo formacija yra sudaryta i§
trijy sluoksniy. Parahipokampas yra prigludes prie hipokampo ir ribojasi su ramséiu. Si sritis yra
padalinta ] penkias dalis: prieSramsting, paramsting, entorinaling zieve (kuri yra sudaryta i§

medialinés ir lateralinés dalies), peririnaling zZieve ir postrinaling zieve [2].

Medialin¢é entorinaliné zievé yra prie paramscio ir prieramscio, o lateraliné entorinaliné Zieve yra
greta naujosios zZievés. Entorinalingé zieve turi penkis sluoksnius. Antro ir trecio sluoksnio neuronai
yra pagrindiniai, kurie projektuojasi ] zievinj hipokampo sluoksnj. Antro sluoksnio neuronai
inervuoja distalinius du tre¢dalius hipokampo. Medialinés entorinalinés zievés neuronai
projektuojasi ] vidurinj hipokampo tre¢dalj, o lateralinés baigiasi distaliniame trecCdalyje [3].
Lateralinés ir medialinés entorinalinés zievés reikSmé yra skirtinga. Lateraliné entorinaliné zieve
gauna daugiau signaly i§ sensorinés smegeny srities. Entorinés zievés ir hipokampo grandiné yra
zinoma kaip perforanto kelias. Entorinés zievés Il sluoksnis projektuojasi j visg skersinj dantytojo
vingio plotg bei CA3. Medialinés entorinés zievés III sluoksnis susideda i§ pagrindiniy lasteliy,
kurios projektuojasi j CAl ir ramstj, o II sluoksnis susideda i§ dviejy skirtingy lasteliy tipy su
skirtingais projekcijy taikiniais [4].

Pagrindiniai entorinalinés Zievés neuronai yra glutamaterginiai piramidiniai neuronai ir Zvaigzdinés
lastelés, o gabaerginai interneuronai yra paskirst¢ visuose sluoksniuose. Pagrindinés lastelés
abiejose entorinalinés Zievés dalyse taip pat skiriamos j dvi pagrindines chemines grupes:
kalbindinui ir rilinui jautrias lasteles. Medialingje entorinalinéje zievéje Sios lastelés
susigrupavusios ] lopinélius, o laterealinéje dalyje yra pasidalinusios j du atskirus sluoksnius: Ila
(rilino) ir IIb (kalbindino) [5, 6]. Medialinéje entorinalinéje Zieveje didziausia lasteliy pogrupi
sudaro Zvaigzdinés lastelés. Jos yra jautrios rilinui ir nejautrios kalbindinui. Piramidinés lastelés
sudaro antrg pagal dydj II sluosnio lasteliy pogrupj medialin¢je dalyje. Daugumg jy yra kalbindinui
teigiamos. Taip pat yra bent dvi tarpiniy lasteliy grupés. Tarpinés zvaigzdinés lastelés sekretuoja
riling, o tarpinés piramidinés lgstelés - ir riling, ir kalbinding. Visas keturias lasteliy grupes galima

9



atskirti vieng nuo kitos pagal jy elektrofiziologinj profilj. Lateralinés entorinalinés zievés 11
sluoksnyje galima iSskirti bent keturis lasteliy pogrupius. PanaSios j Zvaigzdines rilinui teigiamos
lastelés, piramidinés kalbindinui teigiamos, tarpinés lastelés (jstrizinés piramidinés, iSskiriancios
kalbinding, ir daugiapolés, iSsikirian¢ios abi medziagas). Rilinui teigiamos zvaigzdinés lastelés
placiai projektuojasi | hipokampg ir suformuoja perforantinio kelio j dantytaji vingj ir CA3 pradzig

[5].

Funkciniu atzvilgiu medialin¢je entorinalinés Zzievés dalyje dominuoja keletas neurony tipy -
gardelés neuronai, galvos pakreipimo neuronai bei ribiniai neuronai [7]. Sie neuronai projektuojasi j
hipokampo vietos nustatymo neuronus, kuriuos 1971m. atrado J. O’Keefe, ir vaidina svarby
vaidmen] gyviino erdving€je orientacijoje bei erdvinés atminties formavime [8]. Skirtingy lasteliy

tipy erdvinés informacijos reguliavimas priklauso nuo iS$sidéstymo rySium su aplinka.

Galvos pakreipimo neuronai yra issirikiave ,kompaso kryptimis ir kiekviena galvos pakreipimo
lastelé perduoda impulsus dideliu dazniu, kai galva yra orientuojama tam tikru kampu
horizontalioje plokstumoje. Galvos pakreipimo neuronai randami visuose medialinés entorinalinés
zievés sluoksniuose ir, manoma, kad jie gauna informacijg i§ prieramscio, kur Sito tipo lasteliy yra

gausu [5].

Kita Igsteliy rusis, randama medialinéje entorinalinéje Zieveéje (o taip pat ir susijusiose Zieveés
dalyse, tokiose kaip ramstis, prieramstis, paramstis), yra ribiniai neuronai. Ribiniai neuronai yra
i8sidéste iSkiliose Siy daliy ribose ir siuncia signalus kaip atsakus gyvinui susidiirus su krastais arba
kai gyviinas yra nustatytu atstumu nuo krasto ribos. Taigi, ribiniy neurony funkcija yra koduoti
informacijg apie aplinkos riby kryptj ir jy atstumg nuo gyviino. Nors §ios Igstelés pasiskirsciusios
pagrindé tose paciose srityse kaip ir galvos pakreipimo neuronai, ribiniai neuronai sudaro Zenkliai

mazesng visy entorinalinés Zievés neurony populiacijos dalj [9].

TreCias - geriausiai iSstudijuotas - specializuoty lasteliy pogrupis yra taip vadinamieji gardelés
neuronai, kuriuos 2005 atrado E. ir M. Moser [10]. Daugiausia jy yra pavir§iniuose (II ir III)
medialinés entorinalinés Zievés sluoksniuose ir jie siunéia signalus tiesiogiai j visus hipokampo
regionus; taip pat Sie neuronai aptinkami gilivosiuose medialinés entorinalinés Zievés sluoksniuose
bei prieramstyje ir paramstyje. Dauguma gardelés neurony yra stebimi II medialinés entorinalinés
zievés sluoksnyje, o anatomiSkai gardelés neuronai biina kaip ZvaigZdines, taip ir piramidines
formos [11]. Gardelés neuronai koduoja gyviino erdving padétj, selektyviai perduodant informacija
1 trikampe tinklelj primenancig struktirg. Entorinalinés zievés gardelés neuronai tiesiogiai
projektuojasi i hipokampa, o jy elektrinis aktyvumas kinta priklausomai nuo besikei¢iancios

aplinkos. Nors tai leidzia daryti prielaida, kad pakites gardelés neurony elektrinis aktyvumas gali
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generuoti skirtingus hipokampo kodus, taciau buvo jrodyta, kad naujos ir skirtingos hipokampo
vietos laukeliai iSrySkéja, kai gardelés neurony impulsy perdavimas yra sutrikdomas. D¢l to atskiros
grandys, esan¢ios medialin¢je entorinéje zievéje yra specializuotos atlikti arba erdvinius, arba su
atmintimi susijusius skai¢iavimus. Kiekvienas gardelés neuronas turi daugybe signalo lauky, kurie
yra periodiSkai iSsidéste taisyklingomis SeSiakampémis gardelémis skersai aplinkos pavirsiui [12].
Gardelés neuronai panasiu atstumu vienas nuo kito yra iSsidéste grupelémis. Sios grupelés
i§sidésciusios taip, kad gardelés neuronai su mazesniu atstumu randami labiau dorsaliau, o su
didesniu — ventraliau. Didzioji dalis II sluoksnio gardelés neurony yra Zzvaigzdiniai. Periodiskai
i8sikraunantys gardelés neuronai 1§ medialinés entorinalinés Zievés formuoja tiesiogines
suzadinamasias projekcijas ] hipokampg. Taciau gardelés neurony frakcijos bendroje entorinalinés
zievés neurony populiacijoje yra gana mazos - jos sudaro tik apie 30% visy ] hipokampa
besiprojektuojanciy medialinés entorinalinés Zievés lasteliy [13]. Likusi medialinés entorinalinés
zieves jvesCiy ] hipokampag dalis susidaro i$ ribiniy neurony bei galvos pakreipimo neurony, o taip

pat beveik pusei visy minéty lgsteliy néra nustatytas erdvinis selektyvumas.

Entorinalné Zievé svarbi nagrinéjant neurodegeneracinius smegeny procesus, tokius kaip
Alzheimerio liga, temporalinés skilties epilepsija, patogeneze ir Kitus, nes Sios smegeny dalies
neuronai yra ypatingai jautriis pazeidimams [14]. Ankstyvoji Alzheimerio ligos stadija apibiidinama
neurofibriliy rezginiy, kurie sudaryti i§ hiperfosforalizuoto tau baltymo pluosty, kaupimusi
somatodendritin€¢je entorinalinés Zzievés dalyje, ypaC II ir III sluoksniuose. Véliau pakitgs tau
baltymas iSplinta j limbin¢ ir asociacing zZieves per trisinapsing grandj. Taigi, paCiose pradinése
ligos stadijose stebima selektyvi entorinalinés zievés atrofija; véliau prarandama apie 70% II
sluoksnio ir 40% III sluoksnio entorinalinés zievés neurony [15]. Pas pacientus atsiranda
negebéjimas orientuojantis pazjstamoje aplinkoje, kas siejama su suzadinamy lgsteliy netekimu bei
gardelés neurony funkcijos sutrikimu, jskaitant destabilizuotus gardelés laukus, sumazéjusj impulso
greit] bei pakitusj tinklo aktyvumg. Tau baltymo patologija labiau paveikia suzadinimo neuronus
nei inhibuojancius (slopinancius), kas sukelia Zemg suzadinimg medialin¢je entorinalingje Zievéje ir
del ko destabilizuojami gardelés laukai. Neurony tinkly ritmy sutrikimai ir pokyciai yra budingi
neurologiniy ar psichiniy ligy atsiradimui. Tau baltymo kaupimasis medialinés entorinalinés zieves
suzadinimo neuronuose Kkartu zymios neurony dalies praradimu sukelia taip vadinamajj teta ritma
[16]. SuZadintas teta ritmas smegenyse stebimas vidutinio sunkumo kognityvinés funkcijos

sutrikimo ir ankstyvos Alzheimerio ligos stadijos metu.

Ivairlis galvos smegeny ritmai formuoja hierarchine sistema, kuri sudaro sintaksing struktiirg [17].
Svarbiausios smegeny organizacijos ypatybés, aktyvus darbinés informacijos iSlaikymas atmintyje

ir vietinés bei globalios integracijos procesai yra palaikomi hierarchinés smegeny virpesiy sistemos.
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Léti virpesiai generuoja didelius, sinchroniskus membranos potencialy svyravimus daugelyje
neurony tinkly, kurie paplite visose smegenyse, o greiti virpesiai asocijuojami su mazesniais
pokycCiais membranose, ribotame lasteliy skaiCiuje, kurios yra sinchronizuotos apribotame
neuroniniame tiryje [18]. Net kai smegenys pasiruoSusios atlikti tam tikrg specifing funkcija,
pavyzdziui apdoroti sensorinj stimula, nukreipti démesj ] tam tikras ypatybes, orientavimasi
erdvéje, jungti darbing atmintj ar pasiruo$ti judesiui - uz Sias funkcijas atsakingy struktiiry
dinamika pakinta ir tam tikro daznio virpesiai tampa dominuojanciais. Létesni ritmai gali atstatyti ir
laikinai daryti jtakg vietiniams skaiiavimas daugybéje Zievés zony per kryzming dazniy faze ir
amplitudziy sumavimg. PavyzdZiui, hipokampo ir entorinalinés zievées teta virpesiai gali moduliuoti
vietomis susidarantj neokortikalinj gama $ablong [19]. Si ritmy saveika atsakinga uZ nuolat

kintan¢ius smegeny aktyvumo modelius.

Labiausiai paplites sinchronizuotas zievés ritmas yra greiti pulsuojantys hipokampo virpesiai. Teta
virpesiai reprezentuoja hipokampo ir entorinés Zievés sistemos mechanizmy palaikomy jvairiy
intralgsteliniy ir grandiniy ypatybiy konsorciuma [20]. Hipokampo teta virpesiai turi didziausig
daZnio variabilumg tarp skirtingy gyviny risiy ir priklauso nuo gyviino smegeny dydzio. Teta
ritmas yra tipiSkas gardelés neurony iSkrovos pozymis, kuris yra stipresnis piramidinése lgstelése
nei zvaigzdinése. Viena i§ priezasCiy, dél kurios kyla teta virpesiai, yra sgveika tarp suzadinamyjy
glutamaterginiy neurony ir slopinanciyjy gabaerginiy interneurony. Entorinalinés zievés gardelés
neurony aktyvumas yra sutrikdomas bei stebimas teta daznio amplitudés sumaz¢jimas medialinéje

entorinéje zievéje, kai hipokampas yra inaktyvuojamas [21].

Zinoma, kad medialiné smilkinio smegeny Zievés sritis (angl. medial temporal lobe, MTL) turi labai
didele reikSme¢ atminties formavimuisi, ypatingai - erdvinés darbinés atminties bei laikinosios
asociatyviosios atminties, kurios yra trumpalaikés - nuo $imty milisekundziy iki keliy deSimciy
sekundziy [22, 23, 24]. III sluoksnio medialinés entorininés zievés neurony projekcija j CAl
hipokampo sritj yra ypatingai svarbi trumpalaikés atminties organizavime: MEC pazeidimai trikdo
informacijos perdavimg j CAl sritj, kas i$Saukia trumpalaikés atminties sutrikimus, ir kas, savo
ruoztu, turi jtakos ilgalaikés epizodinés atminties nesusiformavimui. Eksperimentai su gyviinais bei
Zmonémis in Vivo (magnetinio rezonanso tyrimai) [25, 26] parodé nuolatinj minétos smegeny srities
aktyvuma, kuris buvo palaikomas visa informacijos iSsaugojimo atmintyje laikg [27]. Tokiu biidu
entorinalinés Zievés III sluoksnio neuronai, greiCiausiai, tarnauja kaip trumpalaikés informacijos
i8saugojimo vieta. Nuolatiné Sity neurony impulsacija gali biiti palaikoma kaip sinapsiniais tinklais,
taip ir vidulasteliniais mechanizmais [28, 29] mGIuR (I tipo) ir cholinerginiy receptoriy agonisty
bei antagonisty aplikacija MEC neuronuose trukdo erdvinés darbinés atminties formavimuisi, taip

pat pas gyvinus nesiformuoja laikiné asociatyvi atmintis. Be to eksperimentuose, darytuose
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smegeny nuopjovose in Vvitro yra parodyta, kad mGIuR I tipo receptoriy aktyvavimas MEC Il
sluoksnio pagrindiniy tipy neuronuose palaiko jy nepertraukiamg iSkrova [30]. Taip pat yra Zinoma,
kad dauguma III sluoksnio MEC neurony demonstruoja nuolatinés impulsacijos braiza, kol
smegeny nuopjovos yra perfuzuojamos cholinerginiu agonistu karbacholiu (2-10 puM
koncentracijos). Pakartotiné neurony stimuliacija karbacholiu pamazu slopina nepertraukiama

veikimo potencialy generavima [31].

Siuo metu egzistuoja keletas teorijy, paaiskinanéiy nuolatinj MEC neurony aktyvuma: tai sinapsinis
suzadinimas bei individualds vidulgsteliniai minéty neurony mechanizmai. Antras teiginys
patvirtinamas tuo, kad nuolatiné neurony impulsacija atskiruose minétos smegeny srityse yra
palaikoma cholinerginés ir mGluR I grupés receptoriy stimuliacijos. Tokia neurony nepertraukiama
iSkrova buvo stebima entorinalingje zievéje (angl. EC) ir hipokampo srityse CAL ir CA3 [32-36].
Bandymai su mutuotomis pelémis [37] parodé, jog egzistuoja tiesiogin¢ projekcija 1§ MEC 111

sluoksnio Igsteliy } CA1 hipokampo lauka.

Kadangi savaiminis epizodinis aktyvumas siejamas su trumpalaike atmintimi bei su aktyvumy
braizais uzduociy vykdymo metu, Siame darbe tiriamas acetilcholino metabotropiniy muskarininiy
receptoriy aktyvavimo poveikis MEC neurony savaiminiam veikimo potencialy generavimui, jy
dazniui bei variabiliSkumui. Taip pat buvo tiriamas Siy veikimo potencialy generavimo parametry

pasikeitimas esant GABAg receptoriy aktyvavimui.
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11. TYRIMO METODIKA IR METODAI

11.1 Tiriamosios medZiagos paruosSimas

Eksperimentams naudojamos 17-21 dienos amziaus ziurkés (Wistar linija).anestezuojamos
Sevoflurano inhaliaciniais garais (Sevoflurane Baxter 100%, Belgija). Visa anestezijos procediira
atliekama traukos spintoje. Anestezuojamas gyvinas talpinamas j uzdarg permatomg déze¢, kurioje
sudaroma 5% Sevoflurano dujy koncentracija. Gyviinas vidutiniS$kai anestezuojamas 5-6 minutes,
stebimas jo elgesys ir kvépavimas. Pra¢jus 5 minutéms nuo anestezijos pradzios tikrinami gyviino
refleksai - raumeny atsipalaidavimas, reakcija j tarppir$¢iy jznybimus. Pilnai anestezuotas gyviinas
dekapituojamas specialiomis giljotinos Zirklémis, po to labai greitai atlickama smegeny iSémimo
operacija: nuo virSugalvio zirklutémis Salinami kailis ir oda, kaukolé prapjaunama per viduring
linijjg ir atlenkiama Znyplémis, atsargiai iSimamos smegenys. Smegenys patalpinamos j 30°C
oksigenuotg modifikuotg Ringerio tirpala: 126 mM NaCl, 3.5 mM KCI, 26 mM NaHCOs3, 2 mM
CaCl,, 5 mM MgClz, 1.25 mM NaH2POs4, 10 mM gliukozés. Toliau smegenys klijuojamos
cianoakrilatiniais klijais (,,super glue*) ant specialaus pjaustymui skirto tefloninio padéklo,
sutvirtinamos agaro (5 g agaras/100 ml H20) blokeliais ir nardinamos j pjaustyklés (vibrotomo)
vonele, pripildyta Silto, 30°C, oksigenuoto modifikuoto Ringerio tirpalo (126 mM NaCl, 3.5 mM
KCI, 26 mM NaHCOs, 2 mM CaClz, 5 mM MgCl,, 1.25 mM NaH2POs4, 10 mM gliukozés).
Smegenys supjaustomos vibrotomu (WPI, 752M Vibroslice) 500-600 mkm storio pjuviais.

Ipav. Ziurkés smegeny horizontalaus pjaustymo metodika. Gaunamas pjivis talpinantis
entorinaling (EC) ir hipokampo Zieviy sritis (CA1, CA3, DG). Rodyklémis pazyméti aksony pluostai
(juoda spalva) tarp skirtingy sriciy, bei jéjimo pluostai (pilka spalva) is uoslés gumburo. Saltinis:
Ohara ir Kkiti [38].

Kiekvienas pjiivis, turintis entorinalinés zieves ir hipokampo sri¢iy audinio, atpjaunant nuo audinio
padalinamos j kairg ir desing dalis ir jos pla¢ia pipete perneSamos i$ pjaustymo vonelés j nuopjovy
inkubacijos indg ant specialiy pakelty sieteliy tam, kad oksigenuotas Ringerio tirpalas skalauty tiek
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virSutinj, tiek ir apatinj nuopjovos pavirsSiy. Inkubacijai naudojamas nuolat oksigenuojamas
kambario temperatiiros modifikuotas Ringerio tirpalas: 126 mM NaCl, 3,5 mM KCl, 26 mM
NaHCO3, 2mM CaClz, 2 mM MgClz, 1.25 mM NaH2PO4, 10 mM gliukozés. Taip inkubuojamy

nuopjovy pavirSiuje nervinés lastelés islicka gyvybingos iki 5-6 valandy.

Apytiksliai po 1 valandos inkubacijos, nuopjovos pagal poreikj perkeliamos j registracijai skirtg
vonele. Registracijos metu nuopjova nuolat perfuzuojama deguonies prisotintu 30°C Ringerio
tirpalu (126 mM NaCl, 3.5 mM KCI, 26 mM NaHCO3, 1.5 mM CaCl,, 1 mM MgClz, 1.25 mM
NaH2POas, 10 mM gliukozés), perfuzijos greitis - 10 ml/min.

11.2 Neurony registracijos metodas

Lastelés buvo vaizdinamos vertikaliu Olympus BX51WIF (Japonija) mikroskopu su j
vandenj paneriamu 40x objektyvu naudojant Andor Neo SCMOS kamerg (D. Britanija). Neurony
elektriniy signaly jraSymui taikéme registravimo nuo visos Igstelés prisiurbiamais elektrodais
metodika, kuriai buvo naudojami borosilikatinio stiklo mikroelektrodai. Neurony vaizdinimas
realiame laike (2 pav.) leidZia su registravimo elektrodu priartéti priec matomos lgstelés kuino, kuris
atrenkamas pagal iSvaizda, tokiu budu uztikrinant didziausig gyvybingy lasteliy registravimo
tikimybe.

2 pav. Neurony vaizdinimas Olympus mikroskopu palengvina neurony registravimq prisiurbiamais

mikroelektrodais

Registracijai naudojamy mikropipe¢iy varza 20-30 mQ2, elektrodai buvo gaminami i§ borosilikatinio
stiklo tuteliy (1B150F-4, World Precision Instruments, Inc., JAV) elektrody tempimo aparatu
(NARISHIGE, PP-830). Vidulastelinio registravimo tirpalo, kuriuo buvo uzpildyti registravimo
elektrodai sudétis: K gliukonatas 110 mM, HEPES - 40 mM, ATP+2MgCl> - 2mM, NaCl - 4Mm.
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Taip pat | elektrody tirpalo sudétj buvo pridedama dazo Aleksa Fluor 488 hidralazido (Invitrogen,
JAV), jo koncentracija siecké 0,4 mM. Registruojamos Igstelés buvo dazomos tam, kad pasibaigus
registracijai galima biity vaizdinti (3 pav.) ir jvertinti lastele: priskirti ja tam tikrai Zievés neurony

klasei, taip pat jvertinti distaliniy dendrity galimus pazeidimus pjaustymo metu.

3 pav. Registruoty neurony vaizdinimas naudojant AlexFlour dazus (invertuotas paveikslélis)

11.3 Statistiné duomeny analizé

Veikimo potencialy seky charakterizavimui buvo skai¢iuojami tarpimpulsiniai laikiniai
intervalai (ISI), jy seky vidurkis, standartinis nuokrypis, bei variacijos koeficientas (CV, arba
santykinis standartinis nuokrypis), skai¢iuojamas kaip standartinis nuokrypis padalintas i§ vidurkio
vertés. CV verté eksponentinj pasiskirstymag turintiems dydZziams yra lygi 1, ISI sekoms, kurios
pasizymi epizodiniu aktyvumu CV didesnis uz vieng. Tarpimpulsiniy laikiniy intervaly seky
pokyc€iy statistinis patikimumas buvo vertinamas Student’o t testu, taikomu porai nepriklausomy

stebéjimy rinkiniy su dviejy ,,uodegy‘ pasiskirstymais bei skirtingais standartiniais nuokrypiais.
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12. REZULTATAI

Nuo visos Igstelés prisiurbiamais mikroelektrodais buvo registruota vir§ Simto medialinés
entorinalinés zievés III sluoksnio Igsteliy. Registravimas buvo atlieckamas patalpinus entorinalinés
zievés (EC) pjuvius | registravimo vonelg, registravimo elektrodas buvo vedamas j trec¢iag EC
sluoksnj, stebint smegeny nuopjova kompiuterio ekrane Andor kameros bei vertikalaus Olympus
mikroskopo pagalba. Kadangi dél didelio tankio antro EC sluoksnio lgstelés gerai identifikuojamos
mikroskopinio vaizdinimo metu, registravimui tinkama vieta pjivyje buvo ieSkoma zemiau §io
sluoksnio. Taip pat buvo tikrinama, ar registravimo sritis priklauso entorinalinés zievés medialiniai
daliai, kuri yra Salia prieramscio srities: prieramscio srityje neurony tankis yra labai didelis ir pacios
lastelés gerai vizualizuojasi, tai palengvina Sios srities identifikavimg bei EC medialinés dalies
vietos nustatyma.

Vaizdiné nuopjovos analizeé, tinkamo registracijos neurono paieSka ir pats kontakto tarp lastelés
membranos ir mikroelektrodo sudarymas buvo atliekami, kai naudojamo perfuzijai oksigenuoto
tirpalo temperatiira buvo lygi kambario temperatiirai, nes, perkeliant pjivius i§ inkubacinio indo ]
registracijai pritaikyta vonele, buvo siekiama minimaliai keisti nuopjovy laikymo aplinkg. Be to,
kontaktas, sudarytas tarp neurono membranos lopinélio ir stiklinio registravimo mikroelektrodo
pavirSiaus, kambario temperatiiroje yra geresnis nei aukStesnéje temperatiiroje sudarytas kontaktas.
Svarbu ir tai, kad kylant tirpalo temperatiirai, taip pat auga neurony aktyvumas, todél neurony
paieskos ir kontakty sudarymo bandymo metu pjiiviy, esanciy zemesnés temperatiiros tirpale,
fiziologiné buklé ilgiau iSlieka geresné.

PrapléSus membrang po kontakto sudarymo, buvo laukiama keleta minuciy, kad jsitikintume, kad
sudarytas elektrodo su neuronu kontaktas yra stabilus ir Igstelé tinkama tolimesnei registracijai.
Fiksuojant membranos potenciala kambario temperatiroje, retai stebimas aukStas neurono ir
sinapsiniy signaly aktyvumas (4A pav.) Tam, kad priartintume nerviniy lasteliy, esanéiy pjavyje,
salygas prie fiziologinés Siltakraujo gyviino smegeny busenos, buvo keliama perfuzijos tirpalo
temperatiira (Sildymas buvo atlickamas praleidziant tirpalg Silumai laidziu ilgu vamzdeliu,
panardintu j 30-32°C temperatiiros Sildymo prietaiso rezervuarg). AukStesné nei 32-34°C
temperatiira apribodavo lasteliy gyvybingumo laikotarpj. Jtekan¢io tirpalo temperatiira buvo
matuojama elektroniniu termometru prie pat registravimo vonelés. 30-32°C perfuzijos tirpalo
temperatiira buvo pasiekiama per 1-2 minutes nuo lastelés registravimo pradzios.

Pakilus tirpalo temperatiirai, buvo stebimas neurony aktyvumo didéjimas, kuris nusistovédavo per
kelias minutes. Nusistovéjus neurono impulsacijai, buvo daromas 1-2 minuciy trukmés sroveés

verCiy jrasas potencialo fiksacijos rezime (membranos potencialas buvo fiksuojamas esant -70mV)
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arba spontaniskai generuojamy veikimo potencialy 1-2 minuciy trukmés jrasas srovés fiksacijos
rezime (buvo palaikoma nuo -65 iki -70mV membranos potencialo verté injekuojant nuolating
srove). Silto tirpalo perfuzijos salygomis nervinio audinio aktyvumas iSaugdavo - tai atsispindédavo
registruojamy sinapsiniy sroviy stipréjimu ir veikimo potencialy generavima salygojanciy sroviy
daznio iSaugimu potencialo fiksacijos registravimo rezime (4B pav.). Registruojami didesnés
jtekancios (neigiamos) membraninés srovés epizodai ir su jais susijes impulsacijos daznio

padidéjimas (pav. 4B) atspindi epizodinj nervinio tinklo aktyvumo iSaugima.

A

04 nA

04nA

10s

10s

4 pav. (A) Entorinalinés Zievés 3 sluoksnio lgstelés savaiminis aktyvumas (potencialo fiksacijos
rezimas, smegeny nuopjovos storis 500um) kambario temperatiroje, 20°C. (B) - to paties neurono
savaiminio aktyvumo padidéjimas, pasildzZius nuopjovos perfuzijai naudotq modifikuotg Ringerio
tirpalq iki 32°C.

Vienuolikoje registruoty neurony savaiminis aktyvumas buvo pakankamai aukstas kad jj biity

galima apibiidinti statistiniais metodais, t.y. Siose lastelése spontaniskai buvo generuojama daugiau
negu 50 nerviniy impulsy per 2 minuéiy registracijos laikotarpj. Siuose neuronuose vidutinis
tarpimpulsinis laiko intervalas buvo 1150 + 930 ms, o stebétas impulsacijos daznis kito nuo 4 iki 20
Hz. Tarpimpulsiniy intervaly kintamumo koeficientas (CV) buvo 3,1 +2.2.

Neuronuose, Kuriuose savaiminis spontaninis veikimo potencialy generavimo daznis buvo ne
aukstesnis negu 20Hz, buvo tiriamas muskariniy receptoriy aktyvavimo poveikis naudojant Siy
receptoriy agonistg - karbacholj (Carbamylcholine chloride, 99%, Sigma Aldrich, JAV). D¢l
eksperimentiniy gyviny skirtingo amziaus (17-21 dienos) jy smegeny iSsivystymas skyresi, todél
buvo taikytos skirtingos, nuo 2 iki 40 uM karbacholio koncentracijos. Kaip ir tikétasi, veikimo
potencialy generavimo daznis smarkiai padidéjo, ypa¢ esant didesnéms karbacholio
koncentracijoms (5B pav., karbacholio koncentracija perfuzijos tirpale - 20 uM). Neurony
aktyvumo stabilumas net ir aukStesniy karbacholio koncentracijy atveju (n=4, 15-40 uM) rodo, jog
naudojamame didesnio storio preparate (nuopjovos storis - 0,6 mm) pagreitinta tirpalo perfuzija yra

pakankama stabiliam nerviniy tinkly aktyvumui palaikyti (5B pav.).
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Didelio daznio veikimo potencialy generavimas esant membranos potencialo fiksacijai neurono
kiine (n=4, karbacholio koncentracija - 15-40 uM) rodo, jog neurono suzadinimas buvo nulemtas
nerviniame tinkle generuojamy sinapsiniy signaly, o ne membranos sroviy priklausan¢ios nuo
muskarininiy receptoriy moduliacijos. Esant skirtingy koncentracijy karbacholio aplikacijai stebéti
tarpimpulsiniai veikimo potencialy generavimo intervalai buvo 330 + 290 ms (n=35 sekos), t.y.
vidutinis impulsacijos daznis buvo 3Hz (minimalus daznis buvo 0,6Hz, maksimalus - 50Hz).
Impulsy seky kintamumo koeficientas (CV) buvo 2,75 + 1,8, t.y. Zemesnis, negu stebétas esant
savaiminiam spontaniniam aktyvumui be karbacholio aplikacijos, taciau pokytis nebuvo statistisSkai
reikSmingas (Student’o t testas, p <0,6). Esant aukStesnéms karbacholio koncentracijoms, arba
labiau iSsivys€iusiam nerviniam audiniui, karbacholio taikymas sukeldavo nuolating impulsacijg
(5B pav.) potencialo fiksacijos lastelés kiine registravimo salygomis, o kartais - aukStos
depoliarizacijos epizodus srovés fiksacijos sglygomis, kuriy metu veikimo potencialai nebuvo
generuojami dél natrio sroviy inaktyvacijos (7A pav.).
A B

iy W M,

02nA

02nA

10s
10s

5 pav.(A) Entorinalinés Zievés 3 sluoksnio neurono spontaninis aktyvumas (porencialo fiksacijos
rezimas). (B) Tos pacios nervinés lgstelés spontaninio issikrovimo daznio padidéjimas j nuopjovos
perfuzijos modifikuotq Ringerio tirpalg pridéjus cholinerginio agonisto karbacholio (20 uM).
Lagstelés veikimo potencialy generavimo daznio padidéjimas atzymi karbacholio poveikio pradzig.

Tam, kad registruojama neurono impulsacija buty artimesné esanciai in vivo, duomenys buvo
renkami srovés fiksacijos registravimo rezime. Labiau subrendusiy gyviiny (19-21 dienos amziaus)
neuronams (n=11) ganétinai Zemos - 2-5 uM - karbacholio koncentracijos taikymas jau i§Saukdavo
zymius pokyCius veikimo potencialy generavimo daZnyje. 6 paveiksle parodyta, kaip skiriasi
savaiminis to paties neurono impulsacijos daznis, ir kaip impulsacijos daznis auga, pridéjus i
perfuzijos tirpala 2 uM bei 5 uM karbacholio. Membranos potencialo generavimo daznio ,,bangos®,
stebimos 6 paveiskle, iliustruoja sinapsiniy j¢jimy kintamuma, kuris atspindi epizodinj neurony

aktyvumg suzadintame nerviniame tinkle.
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20 mV
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20s

20 mv

20 mV

20 s

6 pav. Entorinalinés Zievés trecio sluoksnio piramidinio neurono savaiminio spontaninio aktyvumo
(A) pasikeitimas po pridéjimo j perfuzijos tirpalg 2 uM karbacholio (B) ir 5 uM karbacholio (C).
Cholinerginio agonisto karbacholio koncentracijos perfuzijos tirpale padidéjimas isSaukia neurono
issikrovimo daznio augimq.

Kadangi muskarininiy receptoriy aktyvavimas taikant palyginti neauksta karbacholio koncentracijg
sukeldavo labai stiprius nervinio audinio susizadinimus (7A pav.), buvo logiska pabandyti
aktyvuoti GABARB receptorius panardinant nuopjovas j 0,2 -0,4 uM koncentracijos baklofeno ((RS)-
Baclofen, Tocris, JAV), kuris yra GABAGR receptoriy agonistas, perfuzijos tirpalg. Be to, neseniai
yra nustatyta, kad GABA neurotransmiteris iSleidziamas kartu su acetilcholinu i§ cholinerginiy
neurony terminaliy, kurie yra lokalizuoti smegeny pamato branduoliuose [39]. Karbacholio sukelto
aktyvumo slopinimas baklofenu stabilizavo aktyvuma (7B pav.) ir padidino impulsacijos
kintamumo koeficientg: keturiuose neuronuose po karbacholio taikymo vidutinis daznis buvo apie
SHz su tarpimpulsiniy intervaly kintamumo koeficientu 0,85, tuo tarpu po baklofeno papildomo
jdéjimo impulsacija sulétéjo iki 2Hz, o kintamumo koeficientas smarkiai iSaugo - iKi 4,2.

Lyginant impulsy seky charakteristikas esant tik karbacholiui, vidutinis stebétas tarpimpulsinis
intervalas buvo 330+260 ms, t.y. impulsacijos daznis sieké apytiksliai 3Hz, o kintamumo
koeficientas - CV=2,76+1,8. Tuo tarpu neurony impulsy sekoms, kai buvo taikomas karbacholis
kartu su baclofenu, tarpimpulsinis intervalas buvo 580+390ms, t.y. daznis sieké apytiksliai 1,8Hz, o
kintamumo koeficientas - CV=4,1+1,6. Taikant Student’o t testa dviems nepriklausomiems

kintamumo koeficienty steb¢jimy rinkiniams, surasta, kad baklofeno taikymas, ty. GABAs
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receptoriy aktyvavimas, statistiSkai patikimai padidino tarpimpulsiniy intervaly kintamuma
(p<0,003).

A - B

|

| “4%‘4
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L L l 20 mV
20mV
A Vw”

V PN P ]
—r—

5s
7 pav. Entorinalinés Zievés trecio sluoksnio piramidinio neurono savaiminio spontaninio aktyvumo

(A) pasikeitimas po pridéjimo j perfuzijos tirpalg 5 uM karbacholio sukéle labai stipry veikimo
potencialy daznio isaugimq (B). GABAg receptoriy agonisto baklofeno pridéjimas j perfuzijos
tirpalg neurono aktyvumq padaré epizodiniu su kintamu dazniu ir trukme.

Eksperimentuose taikéme jvairias karbacholio ir baklofeno koncentracijas tam, kad gautume jy
pastebimg poveikj jvairios brandos EC trecio sluoksnio neuronuose. Atrinkus sukeltas savaiminio
aktyvumo veikimo potencialy sekas, kuriy daznis buvo nuo 0,6 iki 4 Hz, ir nubraizius Siose sekose
stebétus impulsacijos kintamumo koeficientus, pastebéjome (8 pav.), jog pridé¢jus | perfuzijos
tirpalg baklofeno, kintamumo koeficientai yra didesni tam paciam sukeltam dazniui. Neuronuose,
kuriy impulsacijos daznis pateko ] minétg intervalg (0.6-4 Hz)taikant tik karbachol; vidutinis
impulsy daznis buvo 2 Hz, o karbacholio ir baklofeno poveikio metu — 1,7 Hz. Sioms duomeny
imtims tarpimpulsiniy intervaly kintamumo koeficientas buvo atitinkamai 3,6 tik karbacholiui ir 4,3
karbacholiui plius baklofenui, t.y. baklofeno poveikyje kintamumas padidéjo 0,7 arba 17%. Dél
nepakankamo duomeny skaiCiaus ir jy iSsibarstymo, S$is kintamumo koeficiento CV augimas

nebuvo statistiskai patikimas (p<0,17).
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8 pav. Tarpimpulsiniy intervaly kintamumo koeficiento priklausomybé nuo tarpimpulsiniy intervaly
(ms) vidutinés vertés. Mélyni taskai rodo padidéjusj kintamumgq aplikavus baklofeng, t.y. aktyvavus
slopinancius GABAg receptorius.
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13. REZULTATU APTARIMAS

Eksperimentuose tyréme nervinio audinio aktyvuma ziurkés entorinalinés Zieves
nuopjovose, kuriy storis buvo 0,5 — 0,6 mm. [prastai eksperimentuose su smegeny nuopjovomis
naudojami plonesni, 0,3-0,4 mm storio pjiiviai, kuriy gyvybingumas palaikomas perfuzuojant juos
oksigenuotu Ringerio tirpalu tekanciu apytiksliai 2 ml/min grei¢iu. Didinant perfuzijos greitj iki 6
ml/min buvo parodyta, kad nervinis audinys storose (0,45 mm) nuopjovose su pakankama
oksigenacija visuose nuopjovos gyliuose [40] jgauna aktyvuma, panasy j stebimg in vivo. Misy
atliktuose eksperimentuose nuopjovos buvo perfuzuojamos 10 ml/min greiciu, todél tikétina, kad
nervinis audinys buvo pakankamai prisotintas deguonimi ir sukeltas aktyvumas yra panaSus |

stebimg in vivo.

Norédami sustiprinti savaimin] nervinio audinio aktyvumg, taikéme muskarininiy receptoriy
agonistg — karbacholj, kurio koncentracija buvo nuo 2 pM iki 40 pM. Yra Zinoma, jog karbacholis
turi apie 4 uM gimininguma (t. y. taikant tokig karbacholio koncentracija, jis prisiriSa prie puseés
receptoriy) M3 tipo acetilcholino receptoriams [41], todél taikytos aukStesnés karbacholio
koncentracijos buvo reikalingos stipresniam efektui per trumpesnj laikg pasiekti. PanaSios
koncentracijos buvo taikytos ir Kituose tyrimuose. Pavyzdziui, nagrinéjant membranos savybiy
moduliacijg, taikyta 10-50 pM koncentracija [42], o sukeltam MEC III sluoksnio neurony
aktyvumui tirti taikyta 2-10 upM koncentracija [43]. Karbacholis yra nespecifinis skirtingy
muskarininiy receptoriy tipy agonistas. Entorinalin¢je zievéje II ir III sluoksniuose nustatyta M1 ir
M3 acetilcholinio receptoriy tipy sintezé [44], todél taikyto karbacholio poveikis savaiminiam

neurony aktyvumui pasireiské dél Siy receptoriy aktyvavimo.

Dél skirtingo eksperimentiniy gyviiny amziaus (17-21 d.) karbacholio taikymo efektas buvo jvairus
ir kartais tekdavo taikyti aukstesnes jo koncentracijas. Si eksperimente naudojamy Ziurkiy amziaus
sritis (17-21 d.) parinkta dél geresnio lgsteliy iSgyvenamumo ir preparato gyvybingumo - Kuo
jaunesni gyvinai, tuo daugiau iSlieka neurony po smegeny pjaustymo. Dél §io amZiaus apribojimo
nervinio audinio branda preparate buvo jvairi. Tiriant muskarino receptoriy kiekio membranoje
priklausomybe¢ nuo Ziurkiy amziaus nustatyta, jog Sis kiekis did¢ja iki 20 dieny amzZiaus [45]. Todel
galima teigti, kad savaiminio aktyvumo reakcija j Zemesnias karbacholio koncentracijas 19-21 d.
gyviinuose atspindi moduliacinj pokytj, kuris sukeliamas cholinerginiy pluosty aktyvavimo metu

suaugusiuose gyvinuose.

Kartu su karbacholiu taikéme baklofena, kurio koncentracija buvo 0,2-0,4 pM. Tyrimuose, taikant
autoradiografinius metodus, ziurkés smegenyse entorinalingje zievéje nustatyta GABAg receptoriy
sintezé [46], todél Siy receptoriy aktyvavimas baklofenu ir to pasekoje stebétas savaiminio
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aktyvumo neuronuose slopinimas buvo tikétinas. Baklofeno giminingumas GABAg receptoriams
yra 0,33 uM, nustatant jj izoliuotose membranose [47]. Taigi, miisy tyrimuose naudota baklofeno
koncentracija net ir per ilga aplikacijos laika léme tik dalies GABAs receptoriy aktyvavima.
Fiziologiniuose tyrimuose paprastai taikoma didesn¢ - 1 pM koncentracija kad buty pasiektas
akivaizdus efektas [48], tac¢iau musy atliktuose eksperimentuose didesnés koncentracijos 1émé

visi$kg aktyvumo blokavimg ir dél to nebuvo taikytos.

Taikant slopinanciy GABAg receptoriy agonista baklofeng, nustatéme tarpimpulsinio intervalo
kintamumo padidéjima kartu su nuspéjamu vidutinio impulsacijos daznio sumazéjimu. Sis
rezultatas reiSkia, kad GABA iSleidimas kartu su acetilcholinu i§ cholinerginiy terminaliy,
Inervuojanciy entorinaling Zieve [39], gali buti skirtas neurony suZadinamumo kontrolei ir jy atsako
kintamumui padidinti. Registruojant hipokampo neuronus, kuriuos jnervuoja EC neuronai,
aktyvuma judancéiuose gyviinuose in vivo, buvo aptikti epizodiniai, kelias sekundes trunkantys $iy
neurony susizadinimai [49, 50], kurie labai primena stebétus miisy registracijose jraSus (7B pav.).
Tai reiskia, kad vienalaikis muskarininiy ir GABAg receptoriy aktyvavimas in vivo keifia nerviniy
tinkly aktyvumag ir tokiu biidu formuoja epizodin] smegeny aktyvavimg aplinkos tyrinéjimo ir

judéjimo joje metu.
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14.  ISVADOS

1. Pakélus perfuzijos tirpalo temperatiira nuo kambario temperatiiros, kai savaiminio Igsteliy
aktyvumo nebuvo arba jis buvo labai Zemas, iki 32°C, buvo stebimas neurony impulsinio aktyvumo
augimas. Temperatiirai esant 32°C, vienuolikoje neurony vidutinis tarpimpulsinis intervalas sieké
1150 £ 930 ms, o stebétas impulsacijos daznis - nuo 4 iki 20 Hz. Tarpimpulsiniy intervaly
kintamumo koeficientas (CV) buvo 3,1 £ 2,2.

2. Taikant skirtingas karbacholio koncentracijas, stebéti tarpimpulsiniai veikimo potencialy
generavimo intervalai buvo 330 £ 290 ms (n=35 sekos), o vidutinis impulsacijos daznis - 3Hz
(minimalus daznis - 0,6Hz, maksimalus - 50Hz). Impulsy seky tarpimpulsiniy intervaly kintamumo
koeficientas (CV) buvo 2,75 + 1,8, t.y. Zemesnis, nei esant savaiminiam aktyvumui be karbacholio,

taciau Sis pokytis nebuvo statistiSkai reikSmingas (p <0,6).

3. Aplikuojant karbacholj kartu su baclofeny, neurony impusly seky tarpimpulsinis intervalas tapo
580+390ms, daznis sieké apytiksliai 1,8Hz, o kintamumo koeficientas - CV - 4,1+1,6. Taikant
Student'o t testa dviems nepriklausomiems kintamumo koeficienty stebéjimy rinkiniams buvo
surasta, kad baklofeno prid¢jimas j perfuzijos terpe, t.y. GABAB receptoriy aktyvavimas, sumazino
vidutin} daznj ir statistiSkai patikimai padidino tarpimpulsiniy intervaly kintamuma (p<0,003).
Tarpimpulsiniy intervaly kintamumo augimas rodo sustipréjusj epizodinj aktyvumg esant

muskraininiy ir GABARg receptoriy aktyvumui.
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