® Postepy Hig Med Dosw (online), 2012; 66: 702-713 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2012.03.27
Accepted:  2012.08.21
Published: 2012.10.18

Review

Udziat synaps elektrycznych w powstawaniu
hipokampalnego rytmu theta

Gap junction involvement in hippocampal theta rhythm
generation

Renata Bocian, Tomasz Kowalczyk

Katedra Neurobiologii, Uniwersytet £odzki

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Obecny w zapisie hipokampalnej aktywnosci elektroencefalograficznej rytm theta jest przektadem
modelowej oscylacji i synchronizacji zachodzacej w sieciach neuronalnych osrodkowego uktadu
nerwowego. Obecnie wiadomo, ze u podstaw proceséw oscylacyjnych lezy sprawna komunika-
cja migdzyneuronalna odbywajaca si¢ za posrednictwem synaps chemicznych i elektrycznych.
Mimo dobrze udokumentowanej wiedzy dotyczacej udzialu transmisji chemicznej w powstawaniu
rytmu theta, rola znacznie szybszej, przebiegajacej za posrednictwem polaczen szczelinowych,
transmisji elektrycznej pozostaje wciaz nie do korica poznana. W pracy oméwiono dotychcza-
sowe badania dotyczace funkcji niskooporowych potaczen szczelinowych w powstawaniu rytmu
theta — najlepiej zsynchronizowanego wzorca EEG rejestrowanego z mézgu ssakow.

synapsy elektryczne ¢ rytm theta « formacja hipokampa ¢ invitro * invivo

Summary

Hippocampal theta rhythm is probably the best example of oscillations and synchrony phenome-
na occurring in neuronal networks of the central nervous system. It is well known that intraneu-
ronal communication via chemical and electrical synapses underlies these oscillatory processes.
Despite well-documented knowledge concerning the participation of chemical transmission in
production of theta activity, the role of much faster gap junction communication is still not ful-
ly understood. This paper provides an overview of current research data concerning the involve-
ment of electrical transmission in generation of the best synchronized EEG pattern recorded from
the mammalian brain — theta rhythm.
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Wykaz skrotow:

ACSF - sztuczny ptyn mézgowo-rdzeniowy (artificial cerebrospinal fluid); AP5 - niekompetetywny

agonista receptorow NMDA; CA1, CA3 - obszary komorek piramidowych hipokampa wlasciwego;
CCH - karbachol; CHIN - chinina; Cx36, Cx45 - izoformy biatek koneksynowych;

EEG - elektroencefalogram; EPSPs - potencjaty postsynaptyczne pobudzajgce (excitatory
postsynaptic potentials); GJ - synapsa elektryczna, potgczenie szczelinowe (gap junction);

HPC - formacja hipokampa; IPSPs - potencjaty postsynaptyczne hamujgce (inhibitory postsynaptic
potentials); KARB - karbenoksolon; LIA - wysokoamplitudowa aktywno$¢ zdesynchronizowana
(large irregular activity); MPOs - rytmiczne wahania potencjatu btonowego (membrane potential
oscillations); NMDA - kwas N-metylo-D-asparginowy; OUN - oSrodkowy uktad nerwowy;

TMA - trimetyloamina.

WPROWADZENIE

‘Wtasciwosci elektrofizjologiczne komérek nerwowych oraz
interakcje zachodzace m.in. w sieciach neuronalnych umoz-
liwiaja synchronizacje oscylacji potencjaléw btonowych,
widoczng w polowym zapisie aktywnosci elektroencefa-
lograficznej (EEG) jako rytmiczny wzorzec o réznej czg-
stotliwosci. Nalezy pamigtaé, ze u podstaw osrodkowych
procesOw oscylacyjnych lezy przede wszystkim spraw-
na komunikacja pozwalajaca na synchronizacj¢ aktyw-
nosci neuronow.

Badania dotyczace sposoboéw przekazywania informa-
¢ji migdzy neuronami maja wieloletnig histori¢ i si¢ga-
ja korica XIX wieku. Do lat 40. ub.w., obowiazywata hi-
poteza rektikularna, zaktadajaca ciagla sieciowa budowe
tkanki nerwowej [85]. Dopiero rozwdj technik ekspery-
mentalnych pozwolit na obalenie tej niezwykle popularne;j
wsrdéd neurobiologéw teorii i dat podstawe nowej koncep-
cji okreslanej dzis jako teoria neuronalna. Fundamentem
tej koncepciji staty si¢ wyniki badan histologicznych Cajala
wskazujace na brak bezposredniego kontaktu migdzy neu-
ronami i obecnos¢ fizycznej przerwy migdzy sasiadujacy-
mi komérkami [3,26]. Dalsze badania wykazaty, ze po-
zbawione bezposredniego kontaktu neurony, komunikuja
sig¢ jednak ze soba za posrednictwem swoistych zwigz-
kéw chemicznych, uwalnianych na zakoniczeniach akso-
noéw [63]. To niezwykle odkrycie zdominowalo na wiele
lat kierunki badan dotyczacych przekazywania informacji
migdzy komérkami nerwowymi. Nowe doniesienia doty-
czace komunikacji mi¢gdzyneuronalnej pojawity si¢ wraz
z rozwojem zaawansowanych technik mikroskopowych.
Rezultatem tych badan byty dane wskazujace na obec-
nos$¢ mostkéw cytoplazmatycznych zapewniajacych szyb-
ki i bezposredni kontakt migdzy sasiadujacymi neuronami
[77]. Potaczenia te, wedtug badan elektrofizjologicznych,
stanowig podstawe morfologiczng transmisji elektrycznej,
odbywajacej si¢ za posrednictwem synaps elektrycznych
[7,35,62,79,87,88,103].

Bupowa SYNAPS ELEKTRYCZNYCH

Synapsy elektryczne, nazywane takze potaczeniami szcze-
linowymi (gap junction — GJ), to heksamery utworzone
z szesciu czasteczek biatka integralnego zwanego koneksy-
na. W btonie komérkowej biatka te tworza tzw. konekson,
przybierajacy postaé pétkanatu (ryc. 1) [8]. Sciste potacz-
nie dwéch potozonych wspétosiowo koneksondw sasiadu-
jacych neuronéw stanowi niskooporowa drogg pozwala-
jaca na bezposredni przeptyw migdzy komérkami jonéw
oraz czasteczek o masie nieprzekraczajacej 1 kDa [33].

Biochemiczna identyfikacje bialek tworzacych strukture
koneksonu opisali Kumar i Gilula [61]. Autorzy ci wyka-
zali, ze pod wzgledem biochemicznym koneksyny stano-
wia heterogenna grupg biatek, wykazujacych jednak wspél-
ne schematy budowy. Kazda z izoform tego biatka sktada
sig z czterech hydrofobowych domen transbtonowych (m1-
m4), dwoch petli zewnatrzkomoérkowych (el1-el2) i jedne;j
petli wewnatrzkomdrkowej (cl) oraz potozonych w cyto-
plazmie konicéw: karboksylowego (COOH) i aminokwa-
sowego (NH,) (ryc. 2) [61].

Niejednorodnos$¢ strukturalna biatek koneksynowych sta-
fa si¢ podstawa do wyodregbnienia dwdch postaci pétkana-
16w [34,84]. W pierwszym przypadku szes¢ identycznych
pod wzgledem biochemicznym koneksyn tworzy homo-
meryczny konekson. Natomiast w drugim, obecnos¢ kilku
izoform koneksynowych w obrebie pojedynczego konekso-
nu determinuje heteromeryczng postaé pétkanatu (ryc. 3).
Homomeryczne i heteromeryczne koneksony moga tworzy¢
homo- oraz heterotypowe kanaty jonowe [90]. Kanaty homo-
typowe to struktury utworzone z dwdch identycznych konek-
sonéw homomerycznych lub heteromerycznych. Powstale
W ten sposob potaczenia tworza odpowiednio homomerycz-
no-homotypowe oraz heteromeryczno-homotypowe pota-
czenia szczelinowe (ryc. 3). Natomiast kanal utworzony
z dwéch réznych pod wzgledem biochemicznym konekso-
néw tworzy ostatni typ potaczen szczelinowych okreslany
jako heteromeryczno-heterotypowy (ryc. 3) [90].

Dotad zidentyfikowano 20 ludzkich oraz 21 mysich biatek
koneksynowych, ktérych skrétowe nazwy uwzgledniaja
oznakowanie kodujacych je genéw oraz masg¢ czasteczkowa
wyrazona w kDa [11]. Obecnos¢ licznych izoform konek-
synowych determinuje nie tylko réznorodno$¢ struktural-
na poétkanatu, czy ostatecznie uksztattowanego potaczenia
szczelinowego, ale wptywa przede wszystkim na wtasci-
wosci fizykochemiczne tego potaczenia. Wilasciwosci fi-
zykochemiczne GJ umozliwiaja z kolei synchronizacje¢
aktywnosci neuronéw tworzacych lokalne sieci neuronal-
ne w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN). W pracy
omdéwiono role synaps elektrycznych w powstawaniu ryt-
mu theta — najlepiej zsynchronizowanej aktywnosci EEG
rejestrowanej z mozgu ssakow.

WYSTEPOWANIE SYNAPS ELEKTRYCZNYCH W OUN

Pierwsze doniesienia wskazujace na obecnos¢ synaps elek-
trycznych w OUN pojawily si¢ pod koniec lat 50. ub.w.
[7,10,103]. Woéwczas to, w pionierskich badaniach prowa-
dzonych na neuronach stawonogéw wykazano, ze oprocz
transmisji chemicznej istnieje réwniez przekaZnictwo
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Synapsa elektryczna

z 6 podjednostek

Konekson utworzony
koneksyny (pétkanat) [

Szczelina synaptyczna 2-4 nm

Koneksyna

Ryc. 1. Schemat budowy synapsy elektrycznej.
Szes¢ podjednostek koneksynowych
tworzy heksagonalng strukture pétkanatu
(koneksonu). Dwa wewnatrzbtonowe kanaty
sasiadujacych neurondw tworza synapse
elektryczng ze szczeling (1-2 nm) wystepujaca
po zewnetrznej stronie komorki

e e
Heteromeryczny

Koneksyna Konekson

@ Homotypowy
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Kanat jonowy

Ryc. 2. Typy pofaczen szczelinowych wyodrebnione na
podstawie réznic w budowie koneksonu oraz
sposobu potaczenia dwéch wspéttworzacych
kanat jonowy koneksonéw (wg [61]
zmodyfikowano)

ell el2

Ryc. 3. Schemat struktury drugorzedowej koneksyny z widocznymi
domenami transbtonowymi (m1-m4), petlami zewnatrz- (el1, el2)
i wewnatrzkomdrkowymi (cl) oraz pofozonymi po stronie cytoplazmy
koricami aminokwasowym (NH.) i karboksylowym (COOH)

znacznie szybsze, odbywajace si¢ za posrednictwem tzw.
szlakéw elektrycznych [103]. Na wyniki potwierdzajace
wystgpowanie GJ w tkance nerwowej kregowcow nie trze-
ba bylo ditugo czekac. Rezultaty licznych badan wykazaty,
ze ztacza niskooporowe wystepuja nie tylko w tkance ner-
wowej ryb i ptazéw [35,79,88], ale réwniez u ssakéw [4].
Wydaje si¢ zatem, ze oba typy komunikacji migdzyneu-
ronalnej (chemiczna i elektryczna) wystepuja powszech-
nie wzajemnie si¢ uzupetniajac.

Wprawdzie dotad zidentyfikowano okoto 20 genéw od-
powiedzialnych za ekspresje¢ réznych izoform koneksy-
nowych, ale w OUN ssakéw wystgpuje zaledwie dziesigé
z nich i1 dwie tzw. paneksyny. Obecno$¢ biatek koneksy-
nowych stwierdzono w licznych obszarach mézgu, w tym
w formacji hipokampa (HPC), ktdra $cisle jest zwigzana
z powstawaniem zsynchronizowanego wzorca EEG — ryt-
mu theta [27]. W strukturze tej zidentyfikowano obie pa-
neksyny oraz dwie izoformy koneksynowe (Cx36 i Cx45)
[5,6,46,68,105]. Co ciekawe, doktadne mapowanie lokali-
zacji hipokampalnych GJ wykazato, ze synapsy elektryczne
w tej strukturze wystepuja w polach CA1, CA3 hipokampa
wiasciwego oraz zakregcie zgbatym, czyli obszarach uzna-
wanych za wewnatrzhipokampalne generatory rytmu theta
[14,16,50,51,57,59]. To wtasnie wyniki badait immunohisto-
chemicznych potwierdzajace obecno$¢ GJ w formaciji hipo-
kampa oraz wyniki badari elektrofizjologicznych wskazujace
na udziat transmisji elektrycznej w powstawaniu aktywno-
Sci epileptycznej [27,74,81,95], rytmu gamma [96,98] oraz
szybkich oscylacji [31,97] staty si¢ przestanka do zapoczat-
kowania badari majacych na celu wyjasnienie roli transmisji
elektrycznej w generowaniu hipokampalnego rytmu theta.

RYTM THETA JAKO PRZYKLAD ZSYNCHRONIZOWANEJ AKTYWNOSCI
OSCYLACYINEJ

Rytm theta, zwany takze rytmiczna aktywnoscia wolno fa-
lowa, jest przyktadem modelowej oscylacji i synchroniza-
cji zachodzacej w sieciach neuronalnych OUN [14,16,20].
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iIII TR
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Ryc. 4. Zapis aktywnosci EEG rejestrowanej z formacji
hipokampa u anestetyzowanego szczura (gérny
panel) wraz ze schematem przedstawiajacym
klasyfikacje neurondw zwiazanych z rytmem
theta (dolny panel sktadajacy sie z czterech
linii). Dwie gérne linie ilustruja odpowiednio
wzor wytadowan neuronéw theta-ON
fazowych i theta-ON tonicznych. Dwie
dolne linie, przedstawiaja wzér wytadowan
dwdch podtypéw neuronéw theta-OFF

Theta-ON LLELEELIRIE Fazowe odpowiednio fazowych i tonicznych (wg [30]
T——— foiane | oifhovo
- HHHHHHHHH - Fazowe
Theta-OFF i ;

| Toniczne

Ten wysokoamplitudowy (1-2 mV) wzorzec EEG o nie-
malze sinusoidalnym przebiegu i szerokim zakresie czg-
stotliwosci (3—12 Hz) rejestrowany jest z réznych obszaréw
uktadu limbicznego. Jedna ze struktur tego uktadu silnie
zwigzang z powstawaniem aktywnosci theta jest formacja
hipokampa (HPC) [14,16,56]. Klasyczne juz dzisiaj bada-
nia Vanderwolfa [99,100,108], prowadzone na gryzoniach,
staly si¢ podstawa sformutowania powszechnie obowiazu-
jacej hipotezy zaktadajacej heterogenny charakter rytmu
theta u szczuréw. Zgodnie z nig u gryzoni wystgpuja dwa
typy rytmu theta rézniagce si¢ miedzy soba pasmem domi-
nujacej czestotliwosci oraz powigzaniem z aktywnoscig ru-
chowa. Co wigcej, badania farmakologiczne wykazaty, ze
oba typy rytmu maja odmienne podtoze neurochemiczne
oraz r6zna wrazliwo$¢ na podawane zwiazki anestetycz-
ne [14,16,60,100].

Typ I theta (7-12 Hz), okreslany takze jako ruchowo za-
lezny, obserwowany jest u gryzoni podczas biegania, cho-
dzenia, ptywania oraz niestereotypowych ruchéw konczyn
i glowy, czyli w trakcie tzw. dowolnych aktéw ruchowych
[99,101]. Badania farmakologiczne wykazaty, ze aktywnos¢
typu I znoszona jest przez uretan, pentobarbital i eter etylo-
wy, czyli najczesciej stosowane anestetyki [14,65,82,100].
Z kolei obwodowe iniekcje siarczanu atropiny (antagoni-
sty receptoréw cholinergicznych muskarynowych), pozo-
stawaly bez wptywu na rejestrowany wzorzec EEG, wska-
zujac tym samym na niecholinergiczny charakter rytmu
theta typu I [13,14,16,20,21,60,65,82,100].

Aktywnos$¢ polowa theta typu II, w odréznieniu od the-
ta I, charakteryzuje si¢ nie tylko nizszym, ale takze wez-
szym pasmem czestotliwosci (4—7 Hz) (ryc. 4, gérny panel).
Ponadto, typ II theta oporny jest na dziatanie anestetykow,
wrazliwy na iniekcje siarczanu atropiny oraz rejestrowany
wylacznie podczas akinezji [13,14,16,20,21,51,53,55,57,60,
65,82,100]. Obecnie wiadomo, ze w powstawaniu aktyw-
nosci typu II, poza uktadem cholinergicznym, uczestniczy
takze uktad GABA-ergiczny. Co wigcej, dynamiczna row-
nowaga mi¢dzy wymienionymi uktadami neurotransmi-
syjnymi warunkuje naprzemienne wystgpowania w zapi-
sie hipokampalnego EEG aktywnosci rytmicznej i wysoko
amplitudowej aktywnosci zdesynchronizowanej (large ir-
regular activity — LIA) [16,86].

RoLA SYNAPS ELEKTRYCZNYCH W POWSTAWANIU HIPOKAMPALNEGO
RYTMU THETA

Badania in vitro

Do korica lat 90. ubieglego wieku rola transmisji chemicz-
nej w powstawaniu rytmu theta zostata stosunkowo dobrze
udokumentowana. Doniesienia wskazujace na udziat sy-
naps elektrycznych w powstawaniu tego wzorca EEG po-
jawily si¢ dopiero na poczatku obecnego stulecia [41,58].
Woéwczas to w badaniach dotyczacych mechanizméw zwia-
zanych z powstawaniem osrodkowych zjawisk rytmicznych
zaczgto stosowac zwigzki chemiczne (tzw. blokery i ,,otwie-
racze”) zmieniajace wlasciwosci elektrofizjologiczne sy-
naps elektrycznych [74]. Cecha charakterystyczna bloke-
row jest znoszenie lub ostabianie transmisji elektrycznej,
natomiast ,,otwieraczy’’ usprawnienie przekaznictwa elek-
trycznego poprzez zwigkszenie liczby synaps elektrycz-
nych aktywnie uczestniczacych w przekazywaniu pobu-
dzenia migdzy sasiadujacymi neuronami.

Wstepne dane wskazujace na udzial GJ w powstawaniu
aktywnosci oscylacyjnej theta pochodza z badarn prowa-
dzonych na skrawkach formacji hipokampa [58]. Autorzy
cytowanych badan wykazali, ze dodanie do sztucznego
plynu mézgowo-rdzeniowego (ACSF) blokeréw synaps
elektrycznych (karbenoksolonu — KARB lub chininy —
CHIN) znosi cholinergicznie wywotany rytm theta w ob-
szarze CA3 hipokampa wilasciwego. Obserwowany efekt
rozwijat si¢ stopniowo prowadzac po uptywie 40—45 min
do zaniku rytmu theta oraz towarzyszacej mu aktywno-
Sci komoérkowej. W innych badaniach, prowadzonych na
modelu in vivo, po zastosowaniu KARB obserwowano
zanik synchronizacji postsynaptycznych potencjatéw ha-
mujacych (IPSPs) w polu CA3 [111] lub zniesienie ak-
tywnosci epileptycznej rejestrowanej z obszaru CA1 hi-
pokampa wiasciwego [81,98]. Warto podkreslié, ze zanik
aktywnosci epileptycznej z zapisu EEG nastgpowat, po-
dobnie jak w badaniach Konopackiego i wsp. [58], z pew-
nym opdznieniem. Cho¢ mechanizm tego zjawiska nie zo-
stal do korica wyjasniony to sadzi sig, ze efekt odroczenia
zwigzany jest z oddziatywaniem blokera GJ na mechani-
zmy fosforylacji podjednostek koneksonowych, badz ich
agregacji [95].
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Etap 1

iniekcja dootrzewnowa
(karbenokselonu 100 mg/kg
lub roztworu soli fizjologicznej)

Etap 2
preparowanie skrawkéw
(1,2,3,4,6,8lub 11 godz. po iniekgji)

Etap 3 ACSF
wstepna inkubacja

(40 min w ACSF o temperaturze 35°C)

NGl S ol
=
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,@ ,,,,,,,,,,,
Etap 4
inkubacja
(20 min w ACSF o temperaturze 35°C
— na siatce komory interfazowej) R

Etap 5

podanie karbacholu (CCH) in vitro
irejestracje EEG

przeprowadzone 2, 3,4,5,7,9,

12 godzin po iniekji dootrzewnowej)

Ryc. 5. Przebieg badan ex vivo, w trakcie ktorych
badano wptywu dootrzewnowych iniekgji
karbenoksolonu (blokera synaps elektrycznych)
na aktywnos¢ rytmiczng theta wywotana
w skrawkach formacji hipokampa

elektroda
rejestrujaca

Brak rytmu theta w zapisie hipokampalnego EEG po za-
stosowaniu blokeréw GJ stanowi bezposredni dowdd na
aktywny udziat hipokampalnych synaps elektrycznych
w procesach synchronizacyjnych zwiazanych z powsta-
waniem cholinergicznie indukowanej aktywnosci theta
[58]. Co ciekawe, w opisywanych badaniach, mimo dtu-
gotrwalego wyplukiwania z preparatéw HPC zastosowa-
nych blokeréw, nie odnotowano powrotu aktywnosci po-
lowej theta w zapisie EEG. Plukanie skrawkéw w ACSF
niezawierajacym blokeréw pozwolito jedynie na zareje-
strowanie pojedynczych wytadowan epileptycznych. Efekt
ten mégt by¢ spowodowany szkodliwym wptywem karbe-
noksolonu i chininy na sie¢ neuronalng hipokampalnych
skrawkéw mézgowych [81]. Rejestracja aktywnosci epilep-
tycznej w wyptukanych z blokeréw skrawkach sugerowata
jednak, ze dziatanie zastosowanych zwigzkéw ograniczo-
ne byto prawdopodobnie jedynie do hamowania mechani-
zméw synchronizacyjnych [58].

Udziat synaps elektrycznych w powstawaniu aktywnosci
rytmicznej theta potwierdzony zostat réwniez w badaniach
prowadzonych na skrawkach mézgowych uzyskanych z in-
nych struktur niz formacja hipokampa. Hughes i wsp. [44],
stosujac skrawki ciata kolankowatego bocznego po zastoso-
waniu KARB zaobserwowali obnizenie amplitudy rejestro-
wanego lokalnie rytmu pojawiajacego si¢ w odpowiedzi na
aktywacje¢ metabotropowych receptoréw glutaminergicz-
nych. Z kolei Garner i wsp. [40] donosili o zaniku aktyw-
nosci theta wywotanej kwasem kainowym w skrawkach
uzyskanych z przysrodkowej przegrody.

Badania ex vivo

Powszechno$¢ stosowania modeli in vitro w badaniach
elektrofizjologicznych dotyczacych aktywnosci oscylacyj-
nej ma swoje uzasadnienie. Technika skrawkéw mézgo-
wych ma liczne zalety, z ktérych najwazniejsze to: szyb-
ka preparatyka, stosunkowo tatwa kontrola srodowiska
zewnatrzkomoérkowego oraz bezposrednia kontrola wzro-
kowa badanej tkanki [83]. Jednak ograniczony czas pro-
wadzenia doswiadczen i brak impulsacji dochodzacych
z innych obszaréw mézgowia, majacych decydujace zna-
czenie dla ostatecznego stanu czynnosciowego badanej
struktury, stanowit punkt wyjscia do badain ex vivo oraz in
vivo. Zastosowanie tych modeli pozwolito na zweryfiko-
wanie oraz uzupelnienie wiedzy pozyskanej z badan pro-
wadzonych w warunkach pozaustrojowych. To wtasnie
ograniczony czas rejestracji aktywnosci polowej i komor-
kowej oraz procesy degeneracyjne zachodzace w skraw-
kach mézgowych podczas dlugotrwatych rejestracji mo-
gty by¢ w badaniach Konopackiego i wsp. [58] przyczyna
braku mozliwosci ponownej rejestracji rytmu theta w pre-
paratach HPC in vitro. Dlatego tez, w celu ograniczenia
ewentualnych proceséw degeneracyjnych tkanki wpty-
wajacych na rejestrowana aktywnos¢ EEG, zaplanowano
doswiadczenia, w ktérych skrawki hipokampalne prepa-
rowane byt ze szczuréw premedykowanych karbenokso-
lonem [22]. W omawianych doswiadczeniach dootrzew-
nowe iniekcje stosowanego blokera GJ wykonywane byty
od 1. do 12. godz. przed przygotowywaniem skrawkoéw
(ryc. 5). Opracowanie powyzszej procedury doswiadczalnej
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mozliwe bylo przede wszystkim dzigki doniesieniom wska-
zujacym na mozliwos$¢ przenikania KARB przez barierg
krew-mézg [64,95,106].

Analiza uzyskanych w badaniach ex vivo danych wykaza-
fa, ze skrawki formacji hipokampa pobrane od zwierzat,
u ktérych preparatyka wykonywana byta do 3. godz. po
dootrzewnowych iniekcjach KARB w dalszym ciagu nie
generowaly rytmu theta. Jednak wydluzanie czasu migdzy
obwodowym podaniem blokera a przygotowaniem prepara-
téw w znaczacy sposéb zwigkszato prawdopodobienstwo
zarejestrowania aktywnosci polowej theta. W skrawkach
uzyskanych od zwierzat premedykowanych KARB od 6.
do 8. godz. przed ich przygotowaniem niemalze w poto-
wie przypadkow rejestrowano rytm theta. Catkowity po-
wrét zdolnosci generowania rytmu theta przez skrawki
obserwowany byl po maksymalnym (12. godz.) odrocze-
niu procedury przygotowania preparatéw [22]. Zatem uzy-
skane przez Bocian i wsp. [22] wyniki wykazaty, ze dzia-
tanie KARB jest dlugotrwate i w petni odwracalne. Co
wigcej potwierdzily, ze brak rejestracji theta w badaniach
Konopackiego i wsp. [58] nie byt zwiazany z uszkodze-
niem hipokampalnej sieci neuronalnej, lecz ograniczonym
czasem rejestracji w procedurze in vitro.

Przedstawione do tej pory wyniki badai prowadzonych
w warunkach pozaustrojowych oraz na modelu ex vivo
dostarczyty niezbitych dowodéw na istotna rolg hipokam-
palnych synaps elektrycznych w mechanizmach synchro-
nizacyjnych zwiazanych z powstawaniem lokalnie reje-
strowanej aktywnosci rytmicznej. Ponadto wykazaty, ze
sprawne przekaznictwo chemiczne jest niewystarczaja-
ce do zapewnienia optymalnego poziomu synchronizacji
w sieciach neuronalnych [22,58].

Badania in vivo

Jak wspomniano wcze$niej wyniki badan in vitro, prowa-
dzonych na skrawkach odizolowanych od wptywdéw impul-
sacji biegnacych z innych obszar6w mézgowia, wymagaja
weryfikacji w modelach doswiadczalnych wykorzystuja-
cych anestetyzowane lub swobodnie poruszajace si¢ zwie-
rzgta. Pierwsza praca, w ktoérej podjeta zostata proba okre-
Slenia roli GJ w generowaniu hipokampalnego rytmu theta
w warunkach in vivo byta publikacja Blanda i wsp. [15].
Wykorzystujac swobodnie poruszajace si¢ szczury autorzy
cytowanych badan podawali zwierzg¢tom anestetyczne daw-
ki halotanu do HPC. Zwiazek ten, podobnie jak karbenok-
solon i chinina, blokuje GJ [42,107,110] oraz zgodnie z do-
niesieniami Nishikawy i Mclvera [70] wzmaga, odbywajace
sig¢ za posrednictwem receptoréw GABA , -ergicznych, ha-
mowanie synaptyczne w intereuronach obszaru CA1 hipo-
kampa wlasciwego. Uwzgledniajac wezesniejsze doniesienia
o aktywnym udziale uktadu GABA-ergicznego w powstawa-
niu theta typu II [86] oraz zdolno$¢ halotanu do ostabiania
transmisji elektrycznej, uzyskane przez Blanda i wsp. [15]
wyniki byly dos¢ zaskakujace. Okazalo sig, ze iniekcje ane-
stetycznych dawek halotanu nie miaty wptywu na rytm the-
ta typu II. Co wigcej, dawki nizsze niz anestetyczne (0,5—
1,0%) indukowaty nie tylko rytm typu II o podwyzszonej
amplitudzie i mocy, ale takze ruchowo zalezny rytm typu L.

Weryfikacji prowadzonych przez Blanda i wsp. [15] badan
podjeli sig kilka lat p6Zniej Golebiewski i wsp. [41] oraz

Bocian i wsp. [22] wykorzystujac swobodnie poruszajace
si¢ koty 1 anestetyzowane szczury. Zamiast halotanu w obu
doswiadczeniach uzyto karbenoksolonu i chininy. Cho¢
w badaniach elektrofizjologicznych poswigconych roli
GJ w osrodkowych mechanizmach oscylacyjnych, wspo-
mniane blokery uzywane sa powszechnie do iniekcji do-
moézgowych, to stosunkowo rzadko podawano je obwodo-
wo. Przyczyn tego zjawiska nalezy upatrywaé w tym, ze
nieswoiste objawy towarzyszace obwodowym iniekcjom
blokerow GJ moga maskowac ich dzialanie osrodkowe.
Ponadto zmiana aktywnosci potozonych poza OUN pota-
czen szczelinowych moze prowadzi¢ do zaburzen fizjolo-
gicznych mogacych mie¢ charakter letalny [28,80].

Mimo zagrozen zwiazanych z dootrzewnowym podaniem
KARB i CHIN Gotebiewski i wsp. [41] zdecydowali si¢
zbada¢ wptyw obwodowych iniekcji tych zwiazkéw na
hipokampalny rytm theta rejestrowany u swobodnie po-
ruszajacych si¢ kotéw. Dootrzewnowe iniekcje obu blo-
keréw znosily rytm theta z zapisu hipokampalnego EEG
[41]. Uzyskane wyniki poréwnane zostaty nastgpnie z da-
nymi pochodzacymi z do§wiadczen, w ktérych wykonywa-
no dohipokampalne iniekcje obu blokeréw [41]. Iniekcje
lokalne, w przeciwienistwie do obwodowych, prowadzity
jedynie do obnizenia amplitudy i mocy badanej aktywno-
$ci. Zaobserwowane réznice w stopniu blokowania byty
najprawdopodobniej spowodowane zasiggiem oddzialy-
wania podanych blokeréw. W przypadku domézgowych
iniekcji, farmakologiczne dzialanie obu zwiazkéw ogra-
niczato si¢ prawdopodobnie jedynie do obszaru znajdu-
jacego si¢ w bezposrednim sasiedztwie miejsca iniekcji.
Natomiast pokonujace bariere krew—mozg blokery wpty-
waly na aktywno$¢ wielu struktur zwiazanych z powstawa-
niem rytmu theta [16,21]. Co ciekawe, Gotebiewski i wsp.
[41] donosili, ze obserwowane po iniekcjach KARB lub
CHIN hamowanie lub ttumienie, rozwijato si¢ stopnio-
wo i podobnie jak w badaniach in vitro [58] nastepowato
z pewnym opdZnieniem. Warto nadmienié, ze obserwo-
wane po iniekcjach blokeréw GJ zmiany dotyczyty jedy-
nie amplitudy i mocy hipokampalnego rytmu theta [41].
Badania prowadzone na swobodnie poruszajacych si¢ ko-
tach po raz pierwszy wskazywaly na udzial synaps elek-
trycznych w powstawaniu aktywnosci rytmicznej theta re-
jestrowanej w warunkach in vivo.

O istotnym znaczeniu niskooporowych potaczen szczelino-
wych w generowaniu hipokampalnego rytmu theta Swiad-
czg réwniez badania przeprowadzone na anestetyzowa-
nym szczurze [22]. Jest to jedyny model doswiadczalny
umozliwiajacy rejestracj¢ opornej na dziatanie anestety-
kéw 1 wrazliwej na iniekcje siarczanu atropiny aktywnosci
theta typu II. Najwigksza zaleta badan prowadzonych na
anestetyzowanych szczurach jest mozliwos¢ precyzyjne-
20 monitorowania poziomu anestezji przez dozylne poda-
wanie uretanu. Podawany do zyty jarzmowej anestetyk po-
zwala regulowac glebokos¢ snu zwierzat i utrzymywac go
na poziomie umozliwiajacym naprzemienne rejestrowanie
w zapisie EEG rytmu theta i aktywnosci zdesynchronizo-
wanej (LIA), bez koniecznosci stosowania dodatkowych
bodZcéw czuciowych (np. szczypania w ogon czy draznie-
nia wibryséw). W badaniach prowadzonych na szczurach
poddanych narkozie uretanowej Bocian i wsp. [23] testowa-
li kolejno wptyw dootrzewnowych oraz dohipokampalnych
iniekcji KARB. Po obwodowym podaniu karbenoksolonu,
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w dawkach 100-300 mg/kg m.c., nie obserwowano zmian
w zapisie hipokampalnego EEG. Zwigkszenie dawki do
400 mg/kg m.c. takze nie mialo wptywu na zapis hipokam-
palnego EEG. Jednak godzing po dootrzewnowych iniek-
cjach tak wysokiej dawki blokera, obserwowano niewy-
dolnos¢ krazeniowo-oddechowa prowadzaca do $mierci
zwierzecia [22]. W celu wyeliminowania efektu letalnego
wykonano domézgowe iniekcje KARB. Dohipokampalne
iniekcje blokera GJ znosity u anestetyzowanych szczuréw
rytm theta z rejestrowanego lokalnie zapisu EEG. Co cie-
kawe, hamujacy wplyw iniekcji KARB ograniczat sig¢ je-
dynie do zmian w amplitudzie i mocy rytmu oraz ujawnit
si¢ podobnie jak we wszystkich oméwionych wczesniej
badaniach z pétgodzinnym opdZnieniem [41,58]. Wydaje
si¢ zatem, ze powyzszy wzor odroczenia dzialania KARB
jest zjawiskiem typowym i moze by¢ obserwowany w réz-
nych warunkach do§wiadczalnych.

W trakcie omawiania wynikéw badan, w ktérych stosowa-
no KARB nie spos6b pominad, ze zwiazek ten jest takze
agonistg receptoréw mineralokortykoidowych [67] i anta-
gonistg receptoréw glutaminergicznych typu N-metylo-
D-asparaginowego (NMDA) [29,73]. Obecnos¢ obu ty-
pow receptorow w HPC wykazano we wczesniejszych
badaniach [45,76,102]. Na podstawie dostgpnych w li-
teraturze danych wydaje sig¢, ze obserwowany w bada-
niach Bocian i wsp. [23] efekt nie jest zwigzany z interak-
cja KARB z ktérymkolwiek ze wspomnianych wczesniej
receptoréw. Przypuszczenie to opiera si¢ m.in. na wyni-
kach doswiadczen prowadzonych przez Rossa i wsp. [81]
oraz Bostanciego i Bagiriciego [24]. Autorzy tych badan
obserwowali hamujacy wptyw karbenoksolonu na aktyw-
nos$¢ erupcyjna hipokampalnych neuronéw, w obecnosci
antagonisty receptoréw mineralokortykoidowych — spiro-
lolaktanu. Jednak aktywacja receptoréw mineralokortyko-
idowych wzmagata aktywnos¢ hipokampalnych neuronéw
[67] oraz podatnos¢ na epilepsje indukowana pentylenetetra-
zolem i kwasem kainowym [45,78]. Wyniki te sa sprzecz-
ne nie tylko z uzyskanymi przez Bocian i wsp. [23] wyni-
kami, ale takze rezultatami innych badan [41,58]. Z kolei
Pitkédnen i wsp. [75] wykazali, ze dootrzewnowe iniekcje
D-cykloseryny (antagonisty receptoréw NMDA) zwigk-
szaty moc rytmu theta typu II, a obserwowany efekt anta-
gonizowany byl przez niekompetetywnego agonist¢ tych
receptoréw — MK-81.

W s$wietle przedstawionych danych pojawia si¢ pytanie: czy
obserwowany w badaniach prowadzonych na anestetyzo-
wanych szczurach efekt dohipokampalnych iniekcji KARB
pojawia si¢ na skutek blokowania potaczen szczelinowych,
czy tez aktywacji receptorow NMDA? OdpowiedzZ na po-
stawione pytanie przyniosty opublikowane w 2007 r. ba-
dania Blanda i wsp. [17]. Autorzy tych badan wykazali, ze
dohipokampalne iniekcje NMDA indukowaty lokalnie rytm
theta, a obserwowany efekt byt znoszony przez AP5 — nie-
kompetetywnego antagonistg receptoréw NMDA. Co cie-
kawe, wywotana iniekcjami NMDA aktywnos$¢ theta nie
znikla po dootrzewnowych iniekcjach antagonisty recep-
toréw muskarynowych — siarczanu atropiny. Brak wpty-
wu iniekcji atropiny na wywotany iniekcjami NMDA rytm
Swiadczy o istnieniu u szczuréw nowego rodzaju aktyw-
nosci rytmicznej theta, majacego odmienne podioze neu-
rochemiczne niz powszechnie znane typy theta (typ I1II).
Wydaje si¢ zatem, ze wyniki badan Blanda i wsp. [17] daja

podstawe do wnioskowania, ze obserwowane w badaniach
Bocian i wsp. [23] blokujace dziatanie karbenoksolonu na
rejestrowany w warunkach giebokiej anestezji rytm theta
typu II, nie jest zwigzane z oddzialywaniem na recepto-
ry glutaminergiczne.

W badaniach prowadzonych na szczurach poddanych nar-
kozie uretanowej dokonywano takze dohipokampalnych
iniekcji chininy — selektywnego blokera synaps elektrycz-
nych zawierajacych w swoim sktadzie koneksyng Cx36 [23].
W formac;ji hipokampa izoforma Cx36 wystepuje wylacz-
nie w GABA-ergicznych interneuronach [43,111] zlokali-
zowanych w obszarach silnie zwigzanych z generowaniem
rytmu theta, tj.: polu CA1l, CA3 hipokampa wiasciwego
i zakrecie zgbatym [25,53,54,56,59]. Dohipokampalne inie-
kcje chininy powodowaty jedynie ttumienie rytmu theta,
a nie jego blokowanie, jak to si¢ dziato w doswiadczeniach
z nieselektywnym blokerem GJ — karbenoksolonem [23].
Cho¢ kierunek zmian w obu przypadkach byt podobny, to
istniata réznica w dynamice obserwowanej odpowiedzi.
Przejawiajace si¢ obnizeniem amplitudy i mocy hipokam-
palnego rytmu theta tlumienie, po zastosowaniu chininy
zwigzane byto najprawdopodobniej z odmiennym zakre-
sem dziatania, w poréwnaniu z karbenoksolonem. Chinina
jako selektywny bloker GJ ma potencjalnie mniejszy za-
sigg oddzialywania na synapsy elektryczne niz mniej se-
lektywny karbenoksolon. Karbenoksolon jako nieswoisty
bloker GJ wptywa na wszystkie hipokampalne potaczenia
szczelinowe. Wskutek zablokowania transmisji elektrycznej
w HPC dochodzi do stopniowej desynchronizacji aktyw-
nosci neuronéw oraz zmniejszenia liczby komérek gene-
rujacych aktywnie rytmiczne oscylacje potencjatu btono-
wego (rthythmic membrane potential oscillations — MPOs)
[18]. Zanik aktywnosci neuronéw generujacych MPOs pro-
wadzi do zaniku rytmicznego potencjalu polowego — ryt-
mu theta [19,52,57]. Natomiast ograniczone do koneksy-
ny Cx36, dziatanie chininy ma mniejszy wptyw na rytm
theta, a widoczna réznica przektada sig¢ na stopiet hamo-
wania badanego wzorca EEG. Zamiast blokowania obser-
wowane jest jedynie zmniejszenie amplitudy i mocy bada-
nego wzorca EEG [23].

Wptyw blokeréw koneksyny Cx36 na aktywnos¢ rytmicz-
na obserwowany byt rowniez w innych doswiadczeniach
[1,12,41]. Golebiewski i wsp. [41], w badaniach prowadza-
nych na kotach, obserwowali blokujace lub tlumiace dzia-
tanie chininy, w zalezno$ci od sposobu podania brokera
(iniekcje dootrzewnowe vs. dohipokampalne). Podobnie
Bissiere’a i wsp. [12] donosili o zaniku hipokampalne-
go rytmu theta u nienarkotyzowanych szczuréw, po do-
otrzewnowych iniekcjach innego selektywnego blokera
Cx36 — meflochiny. Na udziat koneksyny Cx36 w powsta-
waniu oscylacji theta wskazuja réwniez najnowsze badania
Allena i wsp. [1] prowadzone na myszach pozbawionych
genu kodujacego koneksyng Cx36. Warto podkresli¢, ze
problemem do dzi$ nierozwigzanym jest mechanizm blo-
kowania GJ przez chining czy mefloching.

W badaniach in vivo dotyczacych osrodkowych mecha-
nizmOw oscylacyjnych i synchronizacyjnych, poza kar-
benoksolonem i chining, stosowana byta takze trimety-
loamina (TMA) tzw. ,,otwieracz” synaps elektrycznych.
Najogdlniej dzialanie farmakologiczne tego zwiazku
sprowadza si¢ do usprawnienia transmisji elektrycznej
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w sieciach neuronalnych. Wptyw TMA na osrodkowa ak-
tywnos¢ oscylacyjna badany byt w r6znych uktadach do-
Swiadczalnych [23,37,49,74,91,95]. Wykazano, ze TMA wy-
dhuzata czas trwania napadéw epileptycznych, zwigkszata
stopien synchronizacji w aktywnych ogniskach epileptycz-
nych [36,74] oraz indukowatla napady epileptyczne w korze
[37] 1 skrawkach hipokampalnych [49]. Antagonistyczne
dziatanie TMA w stosunku do karbenoksolonu i chininy
wykazano takze w badaniach prowadzonych na anestety-
zowanych szczurach. Domézgowe iniekcje ,,otwieracza”
GJ u uretanizowanych szczuréw wywotywaty w HPC do-
brze zsynchronizowany rytm theta o podwyzszonej ampli-
tudzie i mocy [23]. Co ciekawe, iniekcje TMA nie miaty
wplywu na czgstotliwos¢ badanego wzorca. Obserwowany
w badaniach in vivo efekt byl krétkotrwaty (ograniczony
do 3 godz.) i w pelni odwracalny. Wydaje si¢ zatem, ze
mechanizm dziatania ,,otwieracza” synaps elektrycznych
jestinny niz opisanych wyzej blokeréw. Wyniki wczesniej-
szych badan wydaja si¢ potwierdzac te¢ sugestig, wskazu-
jac na mozliwos¢ oddziatywania TMA poprzez zmiany pH
srodowiska wewnatrzkomoérkowego [38,47,94]. Widoczny
po zastosowaniu TMA wzrost czgstotliwosci hipokampal-
nego rytmu gamma ttumaczony byt wzrostem sprawnosci
lokalnych synaps elektrycznych pojawiajacym si¢ w od-
powiedzi na zmiany wewnatrzkomoérkowego pH [38,94].
Jednocze$nie wykazano, ze obnizenie pH prowadzi do za-
mknigcia koneksonu Cx43 na skutek oddzialywania kornica
karboksylowego koneksyny z fragmentem biatka tworzace-
go Swiatto pétkanatu [32,66]. Zwazywszy na dane wskazu-
jace na alkalizacje srodowiska wewnatrzkomérkowego po
zastosowaniu TMA [89,109] wydaje sig, Ze usprawnienie
transmisji elektrycznej jest wynikiem otwarcia GJs na sku-
tek destabilizacji potaczenia utworzonego migdzy koricem
karboksylowym koneksyny i fragmentem biatka tworzace-
go $Swiatto koneksonu [66]. Nie udalo si¢ jednak ustalié,
czy dziatanie TMA jest ograniczone do koneksyny Cx36
[69], czy tez jako nieselektywny ,,otwieracz” TMA dzia-
fa takze na koneksyng Cx43 [36].

W niedawnych badaniach in vivo [23] podjeto takze pro-
be wyjasnienia mechanizmu neuronalnego odpowiedzial-
nego za zwigkszenie amplitudy hipokampalnego rytmu
theta po iniekcjach TMA. W sformutowaniu hipotezy thu-
maczacej ten mechanizm miaty poméc badania, podczas
ktérych prowadzono réwnolegte rejestracje polowego EEG
oraz aktywnosci hipokampalnych neuronéw. Liczne bada-
nia elektrofizjologiczne wykazaty, ze polowa aktywnos¢
theta jest skorelowana z aktywnoscia okreslonej popula-
cji komérek nerwowych tzw. neuronéw zwiazanych z ryt-
mem theta (theta-related cells) [19,30,39,52,71,92,104]. Na
podstawie réznic w generowaniu potencjatéw czynnoscio-
wych w czasie jednoczesnie rejestrowanej aktywnosci po-
lowej theta wyodrebniono dwa typy tych komérek: neurony
theta-ON oraz theta-OFF (ryc. 4) [30]. Cechg charaktery-
styczng neurondw theta-ON jest brak aktywnosci podczas
desynchronizacji (LIA) oraz wzmozone generowanie po-
tencjaléw czynnos$ciowych w czasie rytmu theta (ryc. 4).
Dodatkowo, w oparciu o wzér wytadowan obserwowa-
ny w czasie rytmu, wyodrgbniono dwa podtypy komoérek
theta-ON. Pierwszy podtyp stanowia komorki toniczne,
zwigkszajace liczbe generowanych w sposob nieregular-
ny potencjatéw czynnosciowych podczas aktywnosci ryt-
micznej (ryc. 4). Druga, neurony fazowe, ktére podob-
nie jak neurony toniczne zwigkszaja liczbg generowanych

potencjaléw w czasie rejestrowanego polowo rytmu, lecz
w przeciwienstwie do nich wytadowuja w sposéb rytmicz-
ny i zgodny z faza lokalnie rejestrowanej aktywnosci theta
(ryc. 4). Neurony fazowe i toniczne obserwowane sa tak-
ze wsréd nieaktywnych podczas rytmu i wtadowujacych
w czasie LIA, neuronéw theta-OFF (ryc. 4) [30].

Uzyskane w badaniach prowadzonych na anestetyzowanych
szczurach wyniki wykazaty, ze aktywnos¢ komorek zwia-
zanych z rytmem theta jest wrazliwa na manipulacje che-
miczne [23]. Dohipokampalne iniekcjie TMA wywolywa-
ly u anestetyzowanych szczuréw dobrze zsynchronizowany
rytm theta o podwyzszonej amplitudzie, ktéremu towarzy-
szyt wzrost liczby fazowych neuronéw theta-ON. Ponadto
TMA zwigkszala liczbg generowanych w salwach poten-
cjatéw czynnosciowych pojawiajacych si¢ zgodnie z faza
lokalnie rejestrowanego rytmu theta. Powyzsze wyniki sa
zgodne z wezesniejszymi doniesieniami wskazujacymi na
udziat fazowych neuronéw theta-ON w kontrolowaniu am-
plitudy omawianego wzorca EEG [2,19,39,92,104]. Badania
wewnatrzkomorkowe, aktywnych podczas rytmu theta neu-
ronéw fazowych pokazaty, ze potencjat blonowy tych komé-
rek byt niestabilny i ulegat rytmicznym oscylacjom (MPOs)
[19,39,52,71,92,104]. Co ciekawe, obserwowane zmiany po-
tencjatu, nazywane takze wewnatrzkomoérkowym rytmem
theta [19,52], skorelowane byty z faza rejestrowanej zewna-
trzkomoérkowo aktywnosci rytmicznej i zanikaly z chwila
pojawienia si¢ w zapisie EEG aktywnosci zdesynchronizo-
wanej [19,52]. Warto podkreslié, ze wieloletnie badania elek-
trofizjologiczne potwierdzity Scisty zwiazek MPOs z ampli-
tuda rejestrowanego polowo theta [2,19,39,92,104]. Obecnie
wiadomo, ze amplituda aktywnosci polowej theta jest funk-
cja liczby rytmicznie wytadowujacych neuronéw theta-ON
fazowych. Innymi stowy amplituda rejestrowanego polowo
rytmu theta jest tym wigksza im wigksza liczba neuronéw
fazowych theta-ON jest aktywna w danej chwili. Pojawia
si¢ pytanie: w jaki sposéb iniekcje TMA zwigkszaja liczbe
fazowych neuronéw theta-ON w hipokampalnej sieci neu-
ronalnej anestetyzowanych zwierzat?

Wydaje si¢, ze usprawnienie transmisji elektrycznej poja-
wiajace si¢ w nastgpstwie otwarcia GJs umozliwia przeka-
zanie, generowanego przez neurony theta-ON fazowe, ryt-
micznego wzorca wytadowan na sasiadujace z tym typem
neuronéw komorki (ryc. 6). Najprawdopodobniej komorki
tworzace synapsg elektryczna z neuronem fazowym, zmie-
niaja wzor wytadowan po iniekcjach TMA, tzn. zaczynaja
generowacé potencjaty czynnosciowe zgodnie z fazg polo-
wo rejestrowanej aktywnosci theta. Opisane zmiany pro-
wadza do zwigkszenia liczby rytmicznie wytadowujacych
neuronéw theta-ON wywotujac tym samym wzrost ampli-
tudy rytmu theta. Zwigkszenie amplitudy obserwowane jest
tak dlugo, jak dlugo utrzymuje si¢ farmakologiczne dzia-
lanie zastosowanego w badaniach zwiazku.

Dohipokampalne iniekcje TMA u anestetyzowanych szczu-
row, poza zwigkszeniem liczby neuronéw fazowych the-
ta-ON, obnizaty takze liczbg aktywnych podczas LIA ko-
morek theta-OFF [23]. Okazalo sig, ze rejestrowane po
podaniu TMA epizody rytmu theta miaty nie tylko wyzsza
amplitudg, ale rowniez dluzszy czas trwania, w poréwna-
niu z epizodami rejestrowanymi w warunkach kontrolnych.
Spadek liczby neuronéw theta-OFF wynikat zatem z ob-
nizonego prawdopodobieristwa rejestracji wspomnianego
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Ryc. 6. Model wyjasniajacy role synaps elektrycznych

(GJs), w obserwowanym po iniekcjach
trimetyloaminy (TMA), wzroScie amplitudy
hipokampalnego rytmu theta. (A) —
charakteryzujacy sie rytmicznym wzorcem
wytadowan oraz oscylacjami potencjatu
btonowego (MPOs) neuron fazowy theta-ON
w niepoddanej iniekcjom TMA sieci neuronalnej
nie jest w stanie przekazac rytmicznego
wzorca wytadowar na neuron X z powodu
zamknigcia GJ. (B) — iniekcje TMA usprawniajac
przekaznictwo typu elektrycznego (przez
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otwarcie GJ) utatwiaja przekazywanie
rytmicznego wzorca wytadowan na sasiadujaca
z neuronem fazowym komérke. Zwiekszona
liczba wykazujacych wewnatrzkomérkowe
wahania potencjatu btonowego neurondw
theta-ON fazowych wywotuje potencjat polowy
(rytm theta) o wyzszej amplitudzie. Kalibragja:
15/200 pv

typu komérek podczas wydluzonego czasu trwania ak-
tywnosci rytmicznej.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w badaniach prowadzo-
nych na szczurach poddanych narkozie uretanowej [23]
wskazuja, ze obserwowany w neuronach zwiazanych z ryt-
mem theta wzor wytadowai nie jest ostatecznie okreslony
i moze ulec zmianie po zastosowaniu zwigzkéw chemicz-
nych modulujacych aktywnos¢ GJ. Co ciekawe, na mozli-
wos$¢ zmiany aktywnosci neuronéw zwigzanych z rytmem
theta wskazali takze kilka lat wczesniej Bland i wsp. [19].
Autorzy tych badan obserwowali zmiang wzorca wytado-
wan neuronéw zwiazanych z rytmem theta w nastgpstwie
depolaryzacji i hiperpolaryzacji btony komérkowe;j [19].

Na zakoriczenie warto zwrdci¢ uwage na réznice w dyna-
mice zmian podstawowych parametréw hipokampalnego
rytmu theta po lokalnych iniekcjach blokeréw GJ oraz tri-
metyloaminy w badaniach in vivo. Podczas gdy amplituda
i moc aktywnosci rytmicznej theta malaly w czasie rozwi-
jania si¢ dziatania blokujacego lub hamujacego po iniek-
cjach karbenoksolonu lub chininy, czg¢stotliwos$¢ rytmu nie
ulegata zmianom [22,41]. Réwniez w badaniach z zastoso-
waniem ,,otwieracza’ nie obserwowano zmian w czestotli-
wosci rytmu theta [23]. Taki przebieg zmian parametréw
rytmu theta po dohipokampalnych iniekcjach zwiazkéw mo-
dulujacych aktywnos¢ GJ swiadczy o niezaleznej kontro-
li amplitudy i mocy oraz czg¢stotliwosci badanego wzorca
EEG. Wyniki te sa zgodne z wczesniejszymi obserwacja-
mi in vivo. Pierwsze dane wskazujace na odrgbne progra-
mowanie poszczegdlnych parametréw aktywnosci theta po-
jawity si¢ na poczatku lat 90. ub.w. [48,72,93]. Wéwczas

PismiENNICTWO

wykazano, ze za kodowanie amplitudy i mocy rytmu the-
ta odpowiada formacja hipokampa i obszar przysrodkowe;j
przegrody, ktére stanowiag ostatnie ogniwa wstgpujacego
uktadu synchronizujacego, odpowiedzialnego za powsta-
wanie hipokampalnej aktywnosci oscylacyjnej w HPC [20].
Nic wigc dziwnego, ze dohipokampalne iniekcje zwiaz-
kéw modulujacych aktywnos$¢ GJ prowadzity wytacznie do
zmian amplitudy i mocy rytmu, pozostajac bez wptywu na
czestotliwosé omawianego wzorca EEG. Kwestia kodowa-
nia czgstotliwosci hipokampalnego rytmu theta, mimo licz-
nych préb okreslenia substratu neuronalnego odpowiedzial-
nego za programowanie tego parametru, pozostaje wciaz
nierozwiazana i wymaga dalszych badar.

PobsumowaNIE

Przedstawione wyniki badan, prowadzonych na r6znych mo-
delach doswiadczalnych, wskazuja na istotng rolg transmi-
sji elektrycznej w powstawaniu oscylacji o réznej czesto-
tliwosci. Wprawdzie praca po§wigcona zostata aktywnosci
rytmicznej theta, ale podczas omawiania wynikéw licznych
badan wykazany zostal takze udziat potaczen szczelino-
wych w powstawaniu rytmu gamma, aktywnosci epilep-
tycznej oraz szybkich oscylacji. Co wigcej, przedstawione
dane sugeruja, ze synapsy elektryczne stanowig alternatyw-
ny do przekazZnictwa chemicznego sposéb komunikowania
si¢ neuronéw w strukturach zwiazanych z powstawaniem
aktywnosci rytmicznej. Mimo ze oba typy przekaZnictwa
(elektryczny i chemiczny) wzajemnie si¢ uzupetniaja, to
wydaje sig, ze sprawna transmisja chemiczna jest niewy-
starczajaca do zapewnienia optymalnego poziomu syn-
chronizacji w sieciach neuronalnych.
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