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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rytm theta to najbardziej charakterystyczny przyktad proceséw oscylacyjnych i synchroni-
zacyjnych zachodzacych w sieciach neuronalnych o$rodkowego uktadu nerwowego. Badania
prowadzone od kilkudziesieciu lat wskazujg na istotne powigzanie rytmu z takimi procesami
jak: nawigacja przestrzenna, pamie¢ operacyjna, dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne, sen
REM, rozpoznawanie stéw czy integracja funkcji czuciowo-ruchowych. Gtéwnag strukturg uktadu
limbicznego zwigzana z generowaniem rytmu jest formacja hipokampa (HPC). Pod koniec lat
80. ub.w. wykazano, ze rytmiczna aktywno$¢ wolnofalowa theta moze by¢, w pewnych $cisle
okreslonych warunkach, indukowana réwniez w preparatach formacji hipokampa utrzymywa-
nych w warunkach pozaustrojowych. Wyniki do§wiadczer prowadzonych przez ostanie 25 lat
wskazujg jednoznacznie, ze rytm theta rejestrowany w skrawkach mézgowych in vitro odtwarza
wiekszo$¢ cech rytmu naturalnie generowanego w mézgach ssakéw. Celem opracowania jest
scharakteryzowanie podstawowych mechanizméw zwigzanych z generowaniem aktywnosci
rytmicznej theta w skrawkach HPC utrzymywanych w warunkach pozaustrojowych.
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Summary

Theta rhythm is the best synchronized EEG activity that can be recorded in the mammalian brain.
Hippocampal formation (HPC) is considered to be the main structure involved in the generation
of this activity. Numerous data indicate that theta rhythm is involved in long-term potentiation,
spatial learning, spatial navigation, verbal and spatial working memory, REM sleep, locomotor ac-
tivities, and sensori-motor integration. Since the discovery of cholinergically-induced theta rhythm
recorded from the hippocampal formation slices, central mechanisms underlying theta generation
have been successfully studied in the in vitro conditions. Most of in vitro studies have been focused
on the basic question regarding the similarities between cholinergically-induced theta oscillations
and theta rhythm examined in the in vivo conditions. The results of these experiments have clearly
demonstrated that the main properties of theta rhythm in both, in vitro and in vivo preparations are
similar. The present review has one main objective: to characterize the basic mechanisms underlying
the generation of theta rhythm in the hippocampal formation maintained in vitro.
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CHIN - chinina; DG - zakret zebaty (dentate gyrus); EEG - elektroencefalogram; EPSPs — poten-
cjaty postsynaptyczne pobudzajace (excitatory postsynaptic potentials); GABA,, GABA, - podtyp
receptoréw kwasu gamma-aminomastowego; GJs — potaczenia szczelinowe (gap junctions); HPC
- formacja hipokampa; IPSPs — potencjaty postsynaptyczne hamujace (inhibitory postsynaptic
potentials); LIA — wysokoamplitudowa aktywnos¢ zdesynchronizowana (large irregular activity);
LTP - dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (long-term potentiation); M1, M2 - podtyp recep-
toréw cholinergicznych muskarynowych; MPOs - rytmiczne wahania potencjatu btonowego
(membrane potential oscillations); MS - obszar przysrodkowej przegrody (medial septum); OUN

- osrodkowy uktad nerwowy.

WPROWADZENIE

Rytm theta jest jednym z najlepiej zsynchronizowanych
wzorcéw elektroencefalograficznych (EEG) rejestrowa-
nych w mézgach ssakéw [9,22,74]. Aktywno$¢ theta u lu-
dzi wystepuje w postaci regularnych fal o czestotliwo-
$ci 4-7 Hz [86,110]. Rola rytmu theta, jako wyznacznika
swoistych proceséw nerwowych zachodzacych w sieciach
neuronalnych o$§rodkowego uktadu nerwowego (OUN) nie
zostata do kotica wyjasniona, jednak badania prowadzo-
ne od kilkudziesieciu lat wskazujg na istotne powigzanie
rytmu z takimi procesami jak: nawigacja przestrzenna,
dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP), pamieé
operacyjna, sen REM, rozpoznawanie stéw czy integra-
cja funkeji czuciowo-ruchowych [15,49,86,87]. Wystepo-
wanie rytmu theta w pewnych stanach patologicznych
os$rodkowego uktadu nerwowego u ludzi, uzasadnia sens
badan tego wzorca aktywno$ci EEG, moze bowiem dopro-
wadzi¢ do lepszego poznania etiologii takich schorzen jak
padaczka czy choroba Alzheimera [1,26,27,51].

U szczurdw, najczesciej wykorzystywanych zwierzat la-
boratoryjnych, rytm theta generowany jest w postaci
wysokoamplitudowych fal o prawie sinusoidalnym prze-
biegu i czestotliwo$ci 3-12 Hz. Aktywno$¢é theta moze
by¢ rejestrowana z wielu obszaréw uktadu limbicznego,
jednak gtéwna struktura zaangazowana w powstawanie
tego wzorca EEG jest formacja hipokampa (HPC). Do-
$wiadczenia prowadzone w latach 70. 1 80. ub.w. wykazaty,
ze rytm theta ma charakter heterogenny. W zalezno$ci
od powigzan behawioralnych, wrazliwo$ci na anestetyki
oraz podtoza neurochemicznego, mozna wyrézni¢ dwa
typy rytmu. Rytm theta typu 1, rejestrowany w zakresie
czestotliwosci 7-12 Hz, jest powigzany z ruchem zwie-
rzecia, ma charakter niecholinergiczny i znoszony jest

przez wiekszo$¢ zwiazkédw anestetycznych. Z kolei rytm
theta typu 2, o czestotliwosci 4-7 Hz, ma podtoze choli-
nergiczne, obserwowany jest w stanie znieruchomienia
zwierzecia i nie jest thumiony po podaniu anestetykéw
[9,18,96,97,98,106].

Generowanie rytmu theta w formacji hipokampa oraz
innych strukturach uktadu limbicznego zalezne jest od
aktywacji wielu struktur, od pnia mézgu, przez miedzy-
mézgowie, az do podstawnych czesci kresomébzgowia,
ktére tworza tzw. wstepujacy system synchronizujacy
[10,15,91,108,109]. Szlaki systemu synchronizujacego
majg poczatek w przednim jadrze siatkowatym mostu
oraz jadrze konarowo-mostowym nakrywki, ktérych
widkna unerwiaja tylne cze$ci miedzymdzgowia, gtéwnie
jadra tylnego podwzgérza oraz jadra nadsuteczkowate.
Wstepujace drogi nerwowe ze struktur miedzymézgowia
docieraja nastepnie do obszaru przy$rodkowej przegrody
(MS), stanowiacego swego rodzaju ,,wezel” przekazujacy
pobudzenie z wstepujacego systemu synchronizujacego
do poszczegdlnych struktur uktadu limbicznego, takich
jak: kora zakretu obreczy, kora srédwechowa czy wreszcie
formacja hipokampa. Rytmiczne impulsy, przekazywa-
ne z MS do wymienionych czesci uktadu limbicznego sa
bezposrednim bodZcem do generowania w nich polowe;j
aktywnosci oscylacyjnej - rytmu theta [10,15,91,108, 109].

RYTM THETA IN ViTRO

Na poczatku lat 60. ub.w. przeprowadzono pierwsze bada-
nia, w ktérych materiatem doswiadczalnym byty skrawki
médzgowe utrzymywane poza ustrojem [80]. Popularno$é
modelu in vitro w badaniach fizjologicznych i farmako-
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logicznych OUN zwigzana jest z zaletami technicznymi,
jakie niesie ze soba ta metoda, np. szybkie preparowanie
bez potrzeby stosowania anestetykéw, stabilno$é $rodo-
wiska, w jakim utrzymywane sg preparaty, bezposrednia
kontrola wzrokowa tkanki nerwowej, czy wreszcie brak
zaktécert mechanicznych wynikajacych z ruchéw odde-
chowych oraz pracy serca [99]. Jedng ze struktur mézgu
najczesciej wykorzystywanych w badaniach pozaustrojo-
wych jest formacja hipokampa. Po raz pierwszy zostata
uzyta do do§wiadczert prowadzonych w warunkach in vi-
tro juz w 1972 r. [116], jednak az do lat 80. ubiegltego wie-
ku uwazano, iz skrawki HPC utrzymywane w warunkach
pozaustrojowych nie sa zdolne do generowania rytmu
theta [78]. Sadzono, ze powstawanie aktywnosci oscyla-
cyjnej w formacji hipokampa musi by¢ zwigzane z akty-
wacja wstepujacego systemu synchronizujacego, zatem
w catkowicie odnerwionych preparatach hipokampalnych
rytm theta nie moze by¢ obserwowany. Dopiero w 1987
r. wykazano, ze rytmiczna aktywno$¢ wolnofalowa the-
ta moze by¢, w pewnych $cile okre$lonych warunkach,
indukowana réwniez w preparatach formacji hipokampa
utrzymywanych in vitro [66,81]. W badaniach tych wyka-
zano, ze perfuzja skrawkéw hipokampalnych roztworem
karbacholu (agonista receptoréw cholinergicznych) skut-
kuje generowaniem, pojawiajacego sie w charakterystycz-
nych, kilkusekundowych epizodach, rytmu theta o ampli-
tudzie 0,1-2 mV i czestotliwo$ci w zakresie 4-12 Hz [66].
Dos$wiadczenia te zapoczatkowaty szeroki cykl badawczy,
majacy na celu okreélenie podstawowych parametréw
fizjologicznych i farmakologicznych rytmu theta gene-
rowanego in vitro oraz odpowiedZ na pytanie, czy rytm
rejestrowany w warunkach pozaustrojowych mozna trak-
towac jako analog aktywnosci rytmicznej obserwowanej in
vivo. Wyniki badar prowadzonych zaréwno na skrawkach
kory nowej [5,77], kory $rédwechowej [23,44,61], obszaru
tylnego podwzgdrza (Kowalczyk i wsp., niepublikowane
obserwacje in vitro), jak i formacji hipokampa [25,36,47,
50,55,56,64,67,85,88,92,113] wskazuja jednoznacznie, ze
rytm theta rejestrowany w skrawkach mézgowych in vitro
odtwarza wiekszo$¢ cech rytmu naturalnie generowanego
w mézgach ssakéw. Co wiecej, doswiadczenia prowadzone
w warunkach pozaustrojowych pozwolity wykazaé szcze-
g6lna role, jaka rytm theta odgrywa w mechanizmach pla-
styczno$ci synaptycznej [49,50]. W badaniach tych udo-
wodniono, ze krétka stymulacja tezcowa (niewywotujaca
zmian synaptycznych) moze prowadzi¢ do indukowania
zjawiska dhugotrwalego wzmocnienia synaptycznego, o ile
zastosowana jest w czasie generowania w preparatach HPC
rytmu theta i zgodna jest z jego dodatnia faza. Wskazuje
to na bezpos$redni zwigzek aktywno$ci rytmicznej theta
z procesami uczenia sie i zapamietywania, z ktérymi zja-
wisko LTP jest $cisle zwigzane [49,50].

Celem opracowania jest zestawienie wynikéw badari nad
hipokampalnym rytmem theta rejestrowanym w warun-
kach in vitro. Na podstawie tych danych postaramy sie
scharakteryzowal podstawowe mechanizmy zwiazane
z generowaniem aktywnosci rytmicznej theta w skraw-
kach formacji hipokampa utrzymywanych w warunkach
pozaustrojowych.

PoDLOZE FARMAKOLOGICZNE RYTMU THETA IN VITRO

Podstawowym uktadem neuroprzekaznikowym zaangazo-
wanym w powstawanie rytmu theta typu 2 w warunkach
in vivo jest uktad cholinergiczny. Typ 2 rytmu blokowa-
ny jest przez obwodowe [71,107] oraz dohipokampalne
[96] iniekcje siarczanu atropiny (antagonista receptoréw
cholinergicznych muskarynowych). Zaréwno obwodowe
[107], jak i lokalne [96] iniekcje fizostygminy (inhibitor
cholinoesterazy) indukuja rytm theta u szczuréw. Sa dane
wskazujace na zaangazowanie kolejnego systemu neu-
rotransmisyjnego w powstawaniu typu 2 rytmu theta.
Rezultaty badan neurochemicznych dowodza, ze jedynie
~50% widkien biegnacych do formacji hipokampa z obsza-
ru przys$rodkowej przegrody ma nature cholinergiczng,
natomiast ~30% widkien septohipokampalnych to wiék-
na GABA-ergiczne [2,70]. Wibkna te unerwiaja gtéwnie
GABA-ergiczne interneurony HPC [39, 46]. Wyniki kolej-
nych badan wykazujg, Ze cholinergiczne i GABA-ergiczne
widkna MS oddziatujg na neurony formacji hipokampa
jednocze$nie - pobudzajaca projekcja cholinergiczna do-
ciera do komdrek gtéwnych HPC (piramidowych i ziar-
nistych), podczas gdy projekcja GABA-ergiczna hamuje
GABA-ergiczne interneurony struktury. Efektem tego dy-
namicznego wspdtdziatania miedzy przegrodowym sys-
temem cholinergicznym i GABA-ergicznym, jest genero-
wanie rytmu theta w formacji hipokampa w warunkach
in vivo [30,100].

W 1987 r. Konopacki i wsp. wykazali, ze podobnie jak
w przypadku typu 2 rytmu rejestrowanego in vivo, rytm
theta generowany w skrawkach formacji hipokampa ma
podtoze cholinergiczne muskarynowe. Rytm wywolywa-
ny byt przez perfuzje skrawkéw roztworami zwiazkéw
procholinergicznych (karbachol, acetylocholina) i blo-
kowany przez antagoniste receptoréw cholinergicznych
muskarynowych - siarczan atropiny. Jednoczes$nie an-
tagonista receptoréw cholinergicznych nikotynowych
- D-tubokuraryna, nie wywotywat zadnych efektéw, co
sugerowalo swoi$cie muskarynowy charakter tego wzor-
ca EEG [66]. W kolejnym etapie badari przeanalizowano
wspdtzalezno$ci uktadéw cholinergicznego i GABA-er-
gicznego w generowaniu rytmu theta w warunkach in
vitro. Stwierdzono, ze antagonista receptoréw GABA A
- bikukulina, toruje efekt podprogowych dawek karba-
cholu. Blokowanie receptoréw GABA, przez bikukuline
zmniejszato hipokampalne hamowanie GABA-ergiczne,
co prowadzito do powstania rytmu theta w wyniku eks-
pozycji preparatéw na podprogowa dawke karbacho-
lu [62]. Tak wywotany rytm theta blokowany byt przez
muscimol (agonista receptora GABA, ). Podobny, hamu-
jacy efekt obserwowany byt po ekspozycji skrawkéw na
dziatanie siarczanu atropiny [42,62]. W kolejnym cyklu
doswiadczalnym rytm theta wywotano przez perfuzje
skrawkdw HPC roztworem zawierajgcym jedynie biku-
kuline i 2-hydroksysaklofen (2-HS) (antagonisci odpo-
wiednio: receptoréw GABA, i GABA,) [63]. W celu okre-
$lenia neurotransmisyjnych podstaw rytmu wywotanego
jednoczesng perfuzjg preparatéw bikukuling i 2-HS, za-
stosowano hemicholine-3 - zwigzek hamujacy trans-
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port choliny przez btone komérkows, czego rezultatem
jest zmniejszenie zawartosci endogennej acetylocholiny
[38,95]. Trzydziestominutowa premedykacja prepara-
téw roztworem hemicholiny-3 catkowicie znosita zdol-
no$¢ generowania rytmu theta w skrawkach poddanych
ekspozycji na mieszanine antagonistéw receptoréw
GABA-ergicznych (bikukulina + 2-HS). Badania wykazaty
zatem, ze oddziatywanie endogennej acetylocholiny na
receptory cholinergiczne, powiazane z zablokowaniem
hamujacego wptywu uktadu GABA-ergicznego na neu-
rony, gtéwnej formacji hipokampa, jest wystarczajacym
bodZcem do wywotania rytmu theta w skrawkach HPC
[63]. Jednocze$nie autorzy ci wykazali, ze tak wywo-
tany rytm jest niewrazliwy na ekspozycje preparatéw
na galamine (antagonista receptoréw cholinergicznych
muskarynowych M2), natomiast blokowany jest przez
pirenzepine (antagonista receptoréw cholinergicznych
muskarynowych M1). Wyniki do§wiadczeti prowadzo-
nych w warunkach in vitro potwierdzity zatem wcze$niej-
sze obserwacje in vivo, ze generowanie rytmu theta w ob-
rebie formacji hipokampa jest wynikiem wspétdziatania
dwdch systemdéw neurotransmisyjnych: cholinergiczne-
go 1 GABA-ergicznego [30,100]. Ponadto wykazano, ze
uktad cholinergiczny uczestniczy w generowaniu rytmu
theta poprzez oddzialywanie na receptory muskaryno-
we typu M1 [41,63].

WEWNATRZHIPOKAMPALNE GENERATORY RYTMU THETA IN VITRO

Koncepcje dotyczace generowania rytmu theta w for-
macji hipokampa zaktadaja, zZe potencjaty polowe re-
jestrowane zewnatrzkomdrkowo w postaci rytmicznej
aktywnosci theta, powstajg w wyniku przestrzennego
sumowania synchronicznych potencjatéw postsynap-
tycznych generowanych w poszczegdlnych warstwach
HPC [9]. OkreSlenie topografii potencjatéw elektroto-
nicznych powstajacych w formacji hipokampa podczas
generowania rytmu pozwala na identyfikacje obszaréw
komérkowych bezpo$rednio bioracych udziat w powsta-
waniu aktywno$ci rytmicznej [9]. Badania tzw. profili
warstwowych fazy oraz amplitudy rytmu theta in vivo
prowadzone od poczatku lat 70 ub.w. wykazaly, ze ist-
niejag dwa niezalezne, wewnatrzhipokampalne genera-
tory theta. Pierwszy z nich zlokalizowano w warstwie
wschodowej pola CA1 hipokampa wiasciwego, a drugi
w warstwie ziarnistej zakretu zebatego (DG). Rytm theta
rejestrowany z obu generatoréw byt odwrécony w fazie
0 180° [11,17,35,114, 115]. Nalezy doda¢, ze od poczat-
ku badan zwigzanych z topografia wewnatrzhipokam-
palnych generatoréw rytmu theta in vivo pojawialy sie
doniesienia, ze obszar komérek piramidowych pola CA3
réwniez moze by¢ zdolny do samodzielnego generowa-
nia rytmu [21,34,93].

W 1987 r. opublikowano wyniki do§wiadczen prowadzo-
nych w preparatach in vitro, catkowicie zgodne z powyz-
szymi obserwacjami in vivo [58]. W badaniach tych stwier-
dzono istnienie dwdch szczytéw amplitudy cholinergicznie
wywolanego rytmu theta in vitro: pierwszego w warstwie
wschodowej pola CA1 oraz drugiego w warstwie drobino-

wej DG. Dodatkowo, korzystajac z modelu tzw. skrawkéw
czastkowych, wykazano, ze pole CA1 hipokampa wtasci-
wego oraz obszar gérnej blaszki zakretu zebatego zdolne
sa do niezaleznego generowania rytmu theta [58]. Metoda
skrawkéw czgstkowych wykazano réwniez, w kolejnych
do$wiadczeniach, ze w formacji hipokampa istnieje trzeci
obszar zdolny do niezaleznego generowania rytmu theta
- pole CA3 hipokampa wlasciwego [59].

W kolejnych badaniach dotyczacych topografii we-
wnatrzhipokampalnych generatoréw rytmu theta re-
jestrowanego w warunkach pozaustrojowych postuzono
sie technikg profili warstwowych amplitudy i fazy. Tech-
nika ta stosowana byta wczeéniej w badaniach prowa-
dzonych in vivo [11,17,35,114,115]. Badania topografii
rytmu theta in vitro prowadzono w ptaszczyZnie prze-
chodzacej przez wszystkie trzy generatory rytmu, tzn.
przez pole CA1, gérng blaszke DG oraz pole CA3 (ryc. 1A,
tor 1) [69]. W do$wiadczeniach tych zarejestrowano trzy
zmiany fazy rytmu theta: pierwsza, stopniowg w war-
stwie promienistej pola CA1 oraz dwie, bardziej gwat-
towne zmiany, zachodzgce w grzbietowej oraz brzusznej
cze$ci wneki. Zaobserwowano jednoczesnie trzy szczy-
ty amplitudy rytmu: w warstwie wschodowej pola CA1,
warstwie splotowo-drobinowej CA1 (tuz nad bruzda hi-
pokampalna) oraz w okolicach warstwy piramidowej
pola CA3 (ryc. 1B). W omawianych badaniach in vitro nie
zarejestrowano szczytu amplitudy rytmu w rejonie ko-
morek ziarnistych zakretu zebatego. Przeciwnie, w DG
obserwowano wyrazny spadek jej wartosci, co sugerowa-
to, Ze obszar ten moze nie by¢ zdolny do samodzielnego
generowania rytmu theta [69].

Aby otrzyma¢ dane topograficzne bezposrednio pordw-
nywalne z wcze$niejszymi wynikami uzyskanymi w wa-
runkach in vivo, w kolejnym etapie badari rejestrowano
aktywnos$¢ EEG in vitro, wzdtuz toru lezacego w iden-
tycznej ptaszczyznie, jak we wcze$niejszych badaniach
prowadzonych in vivo (ryc. 1A, tor 2) [11,17,35,114,115].
Rejestrujac rytm theta wzdluz toru biegnacego przez
pole CA1 hipokampa wtadciwego, gérna i dolng blaszke
zakretu zebatego oraz wneke, zaobserwowano dwa szczy-
ty jego amplitudy - pierwszy w warstwie wschodowej
i drugi w warstwie splotowo-drobinowej pola CA1. Jed-
nocze$nie w warstwie promienistej pola CA1 zarejestro-
wana zostata pojedyncza, stopniowa zmiana fazy rytmu
(ryc. 1C) [68]. Przebieg zmian fazy i amplitudy rytmu
theta zarejestrowany w tych badaniach wykazywat duze
podobieristwo do profilu warstwowego rytmu theta uzy-
skanego we wcze$niejszych badaniach in vivo. Interesuja-
ce jest to, ze podobnie jak w przypadku wczesniejszych
badan in vitro [69], drugi szczyt amplitudy zlokalizowa-
ny byt nad bruzda hipokampalng - w warstwie sploto-
wo-drobinowej pola CA1, natomiast w obszarze zakretu
zebatego obserwowany byt wyrazny spadek amplitudy
aktywnosci theta (ryc. 1B, C). Wyniki te, po raz kolejny
wyraznie wskazywaly, ze rejon komérek ziarnistych DG
moze nie bra¢ udziatlu w procesie generowania aktywno-
$ci rytmicznej w skrawkach HPC utrzymywanych w wa-
runkach pozaustrojowych.
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Ryc. 1. A — lokalizacja torow elektrody rejestrujacej w skrawku formagji hipokampa
w badaniach profili warstwowych rytmu theta in vitro; B — usredniony profil
warstwowy fazy (+SE; lewy wykres) oraz amplitudy (£SE; prawy wykres)
rytmu theta, z zaznaczonym przebiegiem elektrody rejestrujacej wzdtuz
drzewa dendrytycznego komérek piramidowych i ziarnistych w torze 1.
Wartosci amplitudy przedstawiono, jako procent wartosci amplitudy rytmu
theta rejestrowanego przez elektrode stacjonarng (100% w punkcie 0).

C— usredniony profil warstwowy fazy (+SE; lewy wykres) oraz amplitudy
(£SE; prawy wykres) rytmu theta, z zaznaczonym przebiegiem elektrody
rejestrujacej wzdtuz drzewa dendrytycznego komdrek piramidowych

i ziarnistych w torze 2. Wartosci amplitudy przedstawiono, jako procent
warto$ci amplitudy rytmu theta rejestrowanego przez elektrode stagjonarng
(100% w punkcie 0); CA1, CA3 — pola komdrek piramidowych hipokampa
whasciweqo; DG — zakret zebaty. Szczegdty w tekscie

W celu ostatecznego zweryfikowania problemu wewnatrz-
hipokampalnych generatoréw rytmu theta obserwowanego
in vitro zastosowano ponownie technike skrawkéw czastko-
wych. Wyniki przeprowadzonych do§wiadczet wskazaty, ze
pole CA3c oraz pole CA1 hipokampa wtasciwego sg zdolne do
samodzielnego generowania rytmu theta w wyniku ekspo-
zycji na roztwdr karbacholu [68]. Jednak w zadnym z prze-
badanych preparatéw czastkowych, w ktérych obszar DG
pozostat w catkowitej izolacji, nie zarejestrowano aktywnosci
rytmicznej w wyniku zastosowanego pobudzenia choliner-
gicznego. Stwierdzono wiec, ze obszar gérnej blaszki zakretu
zebatego, oddzielony od dwéch pozostatych generatordéw,
nie wytwarza samodzielnie rytmu theta w warunkach pet-
nej deaferentacji. Rytm theta rejestrowany z okolic komdrek

ziarnistych DG w nienaruszonym preparacie formacji hipo-
kampa jest prawdopodobnie przewodzony biernie z innych
rejonéw skrawka, np. zbezposrednio sasiadujacej z nim war-
stwy splotowo-drobinowej pola CA1 [68].

WpLYW ZMIAN TEMPERATURY NA RYTM THETA IN VITRO

Zmiany temperatury majg istotny wpltyw na wiekszo$é
proceséw zachodzgcych w zywym organizmie. Pierwsze
do$wiadczenia majace na celu badanie wpltywu tempe-
ratury na czynno$¢ komérek nerwowych przeprowadzo-
no juz na poczatku ubiegtego stulecia [6]. Od tego czasu
wykazano, Ze temperatura ma znaczacy wptyw na takie
procesy zachodzace w o§rodkowym uktadzie nerwowym
jak: aktywno$¢ enzymatyczna i metabolizm [53,72,84],
kinetyka kanatéw jonowych [102], potencjat spoczynko-
wy i czynno$ciowy [3,102], czy tez zjawiska zachodzace
w synapsach [3,53,84]. Badania prowadzone w warunkach
in vivo wykazaly réwniez, ze zmiany temperatury tkanki
mdzgowej majg istotny wptyw zaréwno na amplitude, jak
i czestotliwo$¢ rejestrowanego rytmu theta [31,111,112].

Wplyw zmian temperatury na rytm theta rejestrowany
w warunkach in vitro analizowany byt w do§wiadczeniach,
w ktérych skrawki formacji hipokampa perfundowane byty
roztworem karbacholu o temperaturze 18-42°C (ryc. 2) [67].
W niskich temperaturach (18-24°C) nie zarejestrowano zad-
nej aktywnosci zsynchronizowanej (,,cisza EEG”). W tempe-
raturze okoto 25°C, niektdre preparaty zaczely generowaé
nieregularng aktywno$¢ epileptyczng. Prawdopodobieri-
stwo rejestrowania wytadowari epileptycznych rosto wraz
ze wzrostem temperatury do 27°C. Dalszy wzrost tempera-
tury spowodowat istotna, jako$ciowa zmiane rejestrowane;j
aktywnosci polowej. W niektdrych preparatach pojawit sie
rytm theta. W temperaturze 28°C zarejestrowany byt juz
w 12% preparatéw, natomiast 70% skrawkéw generowato
aktywno$¢ epileptyczng. Dalszy wzrost temperatury z 28 do
32°C powodowat wzrost prawdopodobieristwa rejestrowania
rytmu thetaijednoczesny spadek prawdopodobietistwa ge-
nerowania w preparatach HPC wytadowari epileptycznych.
Warto podkreslié, ze w zakresie temperatur 33-37°C jedy-
nym wzorcem aktywnosci EEG generowanym przez skrawki
formacji hipokampa byt rytm theta (ryc. 2). Dalsze podwyz-
szanie temperatury ponownie prowadzito do wzrostu praw-
dopodobieristwa rejestrowania wytadowar epileptycznych.
W wyzszych temperaturach (41-42°C) nie obserwowano zad-
nego zsynchronizowanego wzorca aktywnosci elektroence-
falograficznej [67].

W opisywanych badaniach in vitro szczegétowej analizie
poddano nastepujace parametry rytmu theta: czestotli-
wo$¢, amplitude, czas trwania epizodéw oraz czas trwa-
nia przerw miedzy epizodami rytmu. Zaobserwowano li-
niowy wzrost czestotliwo$ci rytmu theta skorelowany ze
wzrostem temperatury w zakresie 28-32°C. Dalszy wzrost
temperatury nie miat znaczacego wplywu na warto$¢
tego parametru rytmu theta - w zakresie 33-39°C cze-
stotliwo$¢ stabilizowata sie. Odmienny wpltyw zmiany
temperatury miaty na amplitude rejestrowanego ryt-
mu. W catym zakresie w jakim rejestrowany byt badany
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Ryc. 2. Rozktad prawdopodobieristwa rejestrowania rytmu theta, aktywnosci epileptycznej
lub ciszy elektroencefalograficznej przedstawiony jako procent preparatow
generujacych odpowiedni wzorzec EEG w danej temperaturze

wzorzec aktywnos$ci EEG (28-39°C) jego amplituda rosta
liniowo. Podobna liniowa zalezno$¢ od temperatury w ca-
tym badanym zakresie dotyczyta czasu trwania epizodéw
rytmu theta. Czas trwania przerw miedzy epizodami ryt-
mu wykazywat liniowg zalezno$¢ od temperatury jedynie
w zakresie 28-32°C, w ktérym ulegat on stopniowemu
skracaniu. W wyzszych temperaturach (33-39°C) czas
trwania przerw miedzy epizodami rytmu stabilizowat
sie na jednym poziomie [67].

Wyniki omawianych badan wskazuja, ze dwa podstawo-
we parametry rytmu theta (czestotliwo$¢ i czas trwania
przerw miedzy epizodami), rejestrowanego w wyniku
cholinergicznego pobudzenia preparatéw formacji hi-
pokampa in vitro, stabilizuja sie na optymalnym poziomie
w zakresie temperatur 33-37°C. Sugeruje to, ze tempera-
tura tkanki mézgowej moze mie¢ bezposredni wplyw na
mechanizmy synchronizacyjne w sieciach neuronalnych
formacji hipokampa, powodujac zmiane aktualnie gene-
rowanego wzorca EEG (przejécie aktywnosci epileptycznej
w rytm theta w temperaturze ~33°C i rytmu theta w epi-
lepsje w temperaturze ~37°C) [67].

UbzIAt SYNAPS ELEKTRYCZNYCH W GENEROWANIU RYTMU
THETA IN VITRO

Synapsy elektryczne to btonowe struktury kanatowe okre-
$lone jako tzw. polaczenia szczelinowe (gap junctions, GJs).
Biochemiczna identyfikacje biatek tworzacych heksagonal-
ng strukture gléwnego kanatu potaczenia szczelinowego
(koneksonu) opisali Kumar i Gilula w 1986 r. [73]. Dzieki
potaczeniom szczelinowym istnieje mozliwo$¢ natychmia-
stowego przeptywu pradu jonowego miedzy komérkami,
zgodnie z réznicg potencjatéw [82]. Badania prowadzone
od korica lat 80. ubiegtego wieku wskazywaly na istotng
role synaps elektrycznych w powstawaniu synchronicznej
aktywnosci EEG w o$rodkowym uktadzie nerwowym. W ba-
daniach tych wykazano, ze potaczenia szczelinowe biorg
udzial w generowaniu aktywnosci epileptycznej [24,52],
rytmu gamma [103] i tzw. szybkich oscylacji (150-200 Hz)
[33]. Co ciekawe, istnieje niewiele danych do§wiadczalnych
dotyczacych udziatu przewodnictwa elektrycznego w po-
wstawaniu rytmu theta. Dopiero kilka lat temu przeprowa-
dzono systematyczne badania dotyczace udziatu potaczeti
szczelinowych w powstawaniu rytmu theta u swobodnie
poruszajacych sie kotéw [43] oraz anestetyzowanych szczu-
réw [19,20]. W do$wiadczeniach tych wykazano, ze iniekcje
blokerdw synaps elektrycznych - karbenoksolonu lub chi-
niny, prowadzity odpowiednio do zniesienia lub ttumienia
lokalnie rejestrowanego rytmu theta. Efekt iniekcji obu
zwigzkéw byt dtugotrwaly, lecz w petni odwracalny [19,43].
Iniekcje trimetyloaminy (zwigzku otwierajacego synapsy
elektryczne) do HPC wywotywaty dobrze zsynchronizowa-
ng aktywnos$¢ polowg theta o podwyzszonej amplitudzie
i mocy [20]. Wyniki te wskazujg, ze synapsy elektryczne
stanowig istotny element strukturalny, odpowiedzialny
za synchronizacje aktywnosci sieci neuronalnych forma-
¢ji hipokampa, niezbedny do generowania rytmu theta
w warunkach in vivo.

W celu przeanalizowania udziatu potaczen szczelinowych
w generowaniu indukowanego karbacholem rytmu the-

15min

30min 45min 60min

=1
w S
& =
4] s} +
< © T
o]
o
)
4
8 g ;
< . st
o]
o

15min

30min 45min 60min

Ryc. 3. Schemat wptywu chininy (CHIN) i karbenoksolonu (CARB) na indukowany karbacholem (CCH) rytm theta oraz zwiazang z rytmem aktywno$¢ komdrkowa. Gorny rzad pokazuje
rozwdj efektu blokujacego aktywnos¢ polowa oraz komdrkowa w odpowiedzi na perfuzje preparatéw formacji hipokampa roztworem chininy (w 15, 30, 45 i 60 min od
rozpoczecia perfuzji). Dolny rzad pokazuje rozwdj efektu blokujacego aktywnos¢ polowa oraz komdrkowa w odpowiedzi na perfuzje preparatow formacji hipokampa roztworem
karbenoksolonu (w 15, 30, 45 i 60 min od rozpoczecia perfuzji). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze perfuzje preparatow HPC roztworami brokeréw GJs rozpoczynano, gdy w skrawkach
obserwowany byt rytm theta wywotany roztworem karbacholu. Kalibracja: 0,2 s, 500 mV. Szczegdty w tekscie
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ta oraz zwigzanej z rytmem aktywno$ci komérkowej in
vitro, przeprowadzono trzy niezalezne cykle badawcze.
W pierwszym z nich skrawki formacji hipokampa, gene-
rujace wywotany cholinergicznie rytm theta, poddawano
perfuzji roztworami blokeréw potaczeni szczelinowych -
chininy (CHIN) lub karbenoksolonu (CARB; ryc. 3) [65].
Perfuzja skrawkéw hipokampalnych wspomnianymi blo-
kerami powodowata stopniowy zanik wywolanej wcze-
$niej aktywno$ci oscylacyjnej. Pelny efekt blokowania
wystepowat po 40-45 min i rozwijal sie w trzech charak-
terystycznych fazach. W pierwszej fazie wywolany wcze-
$niej rytm theta oraz towarzyszace mu rytmiczne wyta-
dowania komérkowe nie ulegaty zmianie. Czestotliwo$¢
wytadowat komdrkowych oraz czestotliwo$é i amplituda
rejestrowanego rytmu theta byly podobne do obserwo-
wanych w kontroli, przed perfuzja skrawkéw chining lub
karbenoksolonem. W drugiej fazie, pojawiajacej sie za-
zwyczaj 25-35 min od rozpoczecia perfuzji preparatéw
roztworami brokeréw GJs, rytm theta ulegat wyraznej
desynchronizacji, a jego czestotliwo$¢ ulegata obnizeniu.
W ostatniej fazie, obserwowanej po 40-45 min od chwili
rozpoczecia perfuzji, wystepowat catkowity zanik zaréw-
no aktywnosci komoérkowej, jak i polowej (ryc. 3). Bloku-
jacy wplyw chininy i karbenoksolonu nie byt odwracalny:
utrzymywat sie nawet po 2-3 godzinach ptukania skraw-
kéw w sztucznym plynie mézgowo-rdzeniowym (ACSF)
niezawierajacym brokeréw GJs [65].

Aby oceni, czy efekt hamowania rytmu theta in vitro po
zablokowaniu polaczeni szczelinowych jest odwracalny,
przeprowadzono drugi cykl badan, w ktérym skrawki in-
kubowano wstepnie w roztworze chininy lub karbenok-
solonu przez 45 min [65]. Po okresie preinkubacji w roz-
tworach blokeréw potaczen szczelinowych, preparaty
utrzymywano przez kolejne 1, 2 lub 3 godziny w ACSF
niezawierajgcym brokeréw GJs. W preparatach preinku-
bowanych przez 45 min w roztworze chininy, a nastepnie
ptukanych przez 1 godzine w ACSF nie rejestrowano ak-
tywnosci polowej ani wytadowati komdrkowych po poda-
niu karbacholu. W preparatach ptukanych przez 2 godziny
w ACSF, a nastepnie poddanych perfuzji karbacholem, po-
jawiata sie bardzo rzadka aktywno$¢ epileptyczna, ktéra
ulegata wyraZznemu nasileniu w preparatach ptukanych
w ACSF przez 3 godziny. Z kolei w skrawkach preinkubo-
wanych przez 45 min w roztworze karbenoksolonu, a na-
stepnie ptukanych przez 1 lub 2 godziny w ACSF nie reje-
strowano synchronicznej aktywno$ci EEG w odpowiedzi
na draznienie cholinergiczne, natomiast po 3 godzinach
plukania, preparaty generowaly jedynie rzadkie, niere-
gularne wyladowania epileptyczne [65]. Uzyskane wyniki
wskazywaly, ze zablokowanie synaps elektrycznych bar-
dzo silnie obniza stopieri synchronizacji lokalnych sieci
neuronalnych formacji hipokampa, a obserwowany efekt
jest w znacznym stopniu nieodwracalny.

W celu ostatecznego zweryfikowania, czy wptyw bloko-
wania synaps elektrycznych nie jest zwigzany z uszkodze-
niem tkanki i moze ulec odwréceniu, przeprowadzono ko-
lejny cykl do$§wiadczeni [19]. W badaniach tych zwierzeta
poddawano dootrzewnowej iniekcji karbenoksolonuna 1,
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Ryc. 4. Rozktad prawdopodobieristwa wywotania rytmu theta lub aktywnosci
epileptycznej perfuzja roztworem karbacholu skrawkéw formacji hipokampa
preparowanych 2-12 godzin po dootrzewnowej iniekcji karbenoksolonu.
Prawdopodobieristwo wyrazone jest jako procent preparatow przebadanych
w danym przedziale czasowym. CTRL — kontrola, bez iniekdji karbenoksolonu.
Szczeqéty w tekscie

2,3, 4, 6,8 lub 12 godzin przed rozpoczeciem procedury
preparowania skrawkéw HPC. Preparaty formacji hipo-
kampa pobierane od zwierzat, u ktérych okres odroczenia
pomiedzy dootrzewnowa iniekcja CARB a procedurg pre-
parowania byt krétki, nie generowaly zadnej synchronicz-
nej aktywnosci EEG (ryc. 4). Iniekcja CARB dokonywana
1-3 godziny przed preparowaniem skrawkdéw, w duzym
stopniu zmniejszata prawdopodobiefistwo pojawienia
sie rytmu theta w preparatach poddanych nastepnie po-
budzeniu cholinergicznemu. Wiekszo$¢ preparatéw nie
generowala zadnej aktywnosci zsynchronizowanej (cisza
EEG), a w niektérych wystepowata jedynie nieregular-
na aktywno$¢ epileptyczna. Wraz z wydtuzaniem cza-
su odroczenia pomiedzy dootrzewnowa iniekcja CARB,
a procedura preparowania skrawkéw, wzrastato praw-
dopodobienistwo rejestrowania rytmu theta. Gdy okres
odroczenia procedury i preparowania wynosit 6-8 godzin,
rytm theta rejestrowany byt prawie w potowie prepara-
téw. Catkowity powrét zdolnos$ci skrawkédw hipokampa
do generowania rytmu theta zaobserwowano, gdy czas
odroczenia procedury uzyskiwania preparatéw wynosit
12 godzin (ryc. 4) [19]. Wykazano zatem, ze efekt zaniku
zdolno$ci skrawkdéw formacji hipokampa do generowania
rytmu theta po zablokowaniu potaczeni szczelinowych jest
wydtuzony, ale w petni odwracalny. Wszystkie opisane
wyzej badania wskazuja, ze synapsy elektryczne maja
znaczacy wplyw na utrzymanie optymalnego poziomu
synchronizacji, niezbednego do generowania aktywno-
$ci rytmicznej w sieciach neuronalnych formacji hipo-
kampa in vitro.

BaDANIA AKTYWNOSCI NEURONOW ZWIAZANYCH Z RYTMEM
THETA IN VITRO

W 1960 roku dokonano pierwszych zewnatrzkomérkowych
rejestracji aktywnosci neuronéw hipokampalnych, wyta-
dowujacych rytmicznie podczas generowanego lokalnie
rytmu theta [45]. Po dziesieciu latach, Macadar i wsp. wy-
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réznili dwie podklasy komérek HPC zwigzanych z rytmem.
Neurony typu 1 wytadowywaly rytmicznymi salwami po-
tencjatéw czynno$ciowych, zwigzanymi $cisle z faz reje-
strowanego polowo rytmu. Neurony typu 2 charakteryzo-
waly sie nieregularnymi, pojedynczymi wytadowaniami,
niezwigzanymi z obserwowang polowo aktywnoscia theta
[79]. Uniwersalny system klasyfikacji neurondéw, ktérych
aktywno$¢ zwigzana jest z rytmem theta, wprowadzony
zostat jednak dopiero w roku 1987 przez Coloma i Blanda
[28]. Autorzy ci podzielili neurony o aktywnosci skorelo-
wanej z rytmem theta na dwie odrebne populacje, ktére ze
wzgledu na relacje miedzy generowanymi przez nie poten-
cjatami czynnos$ciowymi a polowg aktywnoscia rytmiczna,
okreslili jako komérki theta-on i theta-off. Wyznacznikiem
charakteryzujagcym komérki theta-on jest wzrost poziomu
wyladowan podczas polowego rytmu theta i brak aktyw-
nosci, gdy w zapisie EEG pojawia si¢ desynchronizacja. Ko-
morki theta-off wytadowuja podczas aktywnosci zdesyn-
chronizowanej (LIA), natomiast gdy w zapisie EEG pojawia
sie rytm theta, pozostaja nieaktywne. Oba typy komdrek
zwigzanych z rytmem maja dwie podklasy - komérki to-
niczne oraz fazowe. Neurony fazowe charakteryzujg sie
wytadowaniami pojawiajacymi sie w salwach powigzanych
z fazg rejestrowanego réwnoczes$nie rytmu, podczas gdy
neurony toniczne wytadowujg pojedynczymi potencjatami
czynno$ciowymi niezwigzanymi z faza rejestrowanego po-
lowo rytmu [12,28]. Specyficzny wzorzec wytadowan komd-
rek theta-on i theta-off opisany zostat w wielu strukturach
OUN zwigzanych z generowaniem aktywnosci rytmicznej,
na przyktad: w przegrodzie [16], korze obreczy [29], obsza-
rze tylnego podwzgdrza [54], korze §rédwechowej [32], ob-
szarze mostu [109], a takze w korze nowej [76]. Obecno$¢
neuronéw zwigzanych z rytmem theta w wymienionych
strukturach mézgu, od pnia mézgu poczynajac na korze
mozgowej koticzac, pozwala przypuszczad, ze stanowig one
podstawe organizacji mechanizméw komérkowych, wa-
runkujacych zjawiska oscylacji i synchronizacji w sieciach
neuronalnych o$rodkowego uktadu nerwowego.

Badania aktywno$ci komérek zwigzanych z rytmem theta
rejestrowanym w warunkach in vitro mialy na celu scha-
rakteryzowanie wzorcéw wytadowar tych neuronéw oraz
prébe ich sklasyfikowania zgodnie z kryteriami wprowa-
dzonymi w do$wiadczeniach prowadzonych wcze$niej
w warunkach in vivo [28]. W badaniach tych zarejestrowa-
no trzy podstawowe wzorce aktywnosci neuronéw HPC
wytadowujacych w czasie generowania cholinergicznie
wywotanego rytmu theta obserwowanego in vitro [60].
Pierwszy wzorzec prezentowaly neurony theta-on fazo-
we (ryc. 5A), wyladowujgce doktadnie w czasie genero-
wanych jednocze$nie epizodéw polowej aktywnosci ryt-
micznej. Neurony te pozostawaly ,,ciche” (nieaktywne)
w przerwach miedzy epizodami rytmu. Wykazano, ze ak-
tywno$¢ neurondw tej grupy zwigzana byta $cisle z faza
rejestrowanego jednoczes$nie rytmu theta i charakteryzo-
wala sie stalg czestotliwoscig wytadowari. Drugi wzorzec
zaobserwowano w przypadku neuronéw wytadowujacych
jedynie w czasie przerw miedzy epizodami rytmu. Anali-
za wykazata, ze komérki tej grupy charakteryzowaty sie
arytmicznymi wytadowaniami o zmiennej czestotliwosci

CISZAEEG RYTM THETA CISZAEEG

Ryc. 5. Typy aktywnosci neurondw zwigzanych z rytmem theta rejestrowanych
w warunkach in vitro. A — schemat wytadowan neuronu theta-on fazowego.
B — schemat wytadowan neuronu theta-off tonicznego. C — schemat wytadowan
neuronu bramkujacego A. D — schemat wyfadowari neuronu bramkujacego B.
E — schemat wyfadowar neuronu bramkujacego C. Szczegéty w tekscie

(ryc. 5B). Neurony te okreslono jako komérki theta-off to-
niczne [60]. Zarejestrowanie licznej populacji neuronéw
theta-on i theta-off w preparatach HPC utrzymywanych
w warunkach in vitro pozwolito wykaza¢, ze aktywno$¢é
pojedynczych neurondw, rejestrowana w czasie genero-
wania wywotanego karbacholem rytmu theta, nie rézni
sie zasadniczo od aktywnosci komérkowej obserwowanej
in vivo, a kryteria wprowadzone do klasyfikacji zachowa-
nia neuronéw zwiazanych z rytmem theta in vivo [28] sa
W znacznej mierze uniwersalne.

Najbardziej interesujacym odkryciem omawianego cy-
klu badan byto zarejestrowanie trzeciej, nieopisywanej
wcze$niej grupy komérek, ktérych aktywnosé réznita sie
znaczaco od znanych wcze$niej wzorcéw wytadowan. Wy-
tadowania tych komérek powiazane byly z pojawianiem
sie i zanikaniem rejestrowanych in vitro epizodéw rytmu
theta, stad okreslono je mianem komérek bramkujacych
rytm. Komdrki bramkujace typu A (ryc. 5C) wytadowywa-
ty tylko na poczatku i na konicu kazdego kolejnego epizo-
du rytmu theta, podczas gdy komérki bramkujace typu
B (ryc. 5D) wyladowywaty w okresie bezposrednio po-
przedzajacym epizody rytmu, a ich aktywno$¢ zanikata,
gdy w zapisie aktywno$ci polowej pojawiat sie rytm theta
[60]. W naszych niedawnych badaniach wykazali$my, ze
istnieje trzeci rodzaj neuronéw bramkujacych rytm. Ko-
mérki bramkujace typu C (ryc. 5E) wytadowuja tyko na
poczatku przerwy miedzy epizodami rytmu theta (Ko-
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walczyk, niepublikowane obserwacje in vitro). Wydaje sie,
ze opisywane neurony bramkujgce moga pelni¢ funkcje
zwigzane z programowaniem w formacji hipokampa in
vitro czasu trwania epizodéw polowej aktywnosci theta
oraz czasu trwania przerw miedzy epizodami. Co wiecej,
wewnetrzny mechanizm bramkowania rytmu wydaje sie
uniwersalny. Wskazuja na to wyniki najnowszych badan,
w ktérych po raz pierwszy wykazano obecnos¢ trzech
typéw komérek bramkujgcych réwniez w warunkach in
vivo - w formacji hipokampa anestetyzowanych szczuréw
(Kowalczyk i wsp. niepublikowane obserwacje in vivo).

WEWNATRZKOM()RKOWE PODSTAWY RYTMU THETA IN VITRO

Badania wewnatrzkomérkowe wykazaly, ze podczas reje-
strowanego polowo rytmu theta, potencjat blonowy neu-
ronéw theta-on fazowych ulega specyficznym zmianom.
Zjawisko to nazwano rytmicznymi wahaniami potencjatu
blonowego (rhythmic membrane potential oscillations
- MPOs) [4,14,40,57,75,89]. MPOs, okreslane czesto jako
wewnatrzkomérkowy rytm theta, skorelowane sa $cisle
z faza rejestrowanej zewnatrzkomérkowo aktywnosci
rytmicznej i zanikajg, gdy w zapisie polowym rytm the-
ta przestaje by¢ obserwowany [14,57]. Nie wyja$niono
dotad, jakie mechanizmy sa zaangazowane w generowa-
nie rytmicznych wahar potencjatu btonowego, istniejg
jednak dane wskazujace, ze gtéwna role w powstawaniu
MPOs odgrywaja postsynaptyczne potencjaty hamujace
(IPSPs) generowane rytmicznie na komdrkach gtéwnych
formacji hipokampa [4,37,101,117]. Jednak wyniki innych
do$wiadczeti wskazuja, Ze to generowanie postsynaptycz-
nych potencjatéw pobudzajacych (EPSPs) jest podstawa
rytmicznych wahan potencjatu blonowego komérek zwia-
zanych z rytmem theta [40,89,90].

Rejestracje wewnatrzkomdrkowe, prowadzone w prepara-
tach hipokampalnych utrzymywanych w warunkach in vitro,
potwierdzity obecno$¢ rytmicznych wahati potencjatu bto-
nowego w komérkach HPC podczas rejestrowanego polowo
rytmu theta [25,81,83]. MPOs rejestrowane w preparatach
utrzymywanych w warunkach pozaustrojowych pojawiaja
sie zgodnie z faza rejestrowanego polowo rymu theta i po-
dobnie jak w preparatach in vivo, zanikaja, gdy zanika rytm
obserwowany zewnatrzkomérkowo [13]. Co ciekawe, bada-
nia prowadzone w warunkach in vitro pozwolily na sformu-
towanie nowej, najbardziej chyba prawdopodobnej, hipotezy
wyjasniajacej mechanizmy lezace u podstaw powstawania
MPOs. Zgodnie z nig, rytmiczne wahania potencjatu btono-
wego nie sa zwigzane z generowaniem potencjatéw post-
synaptycznych (EPSPs czy IPSPs), ale powstaja jako efekt
specyficznych wiasciwo$ci btony komdérkowej neurondw,
w ktdrych sa rejestrowane [12,13]. Hipoteze te potwierdzaja
wyniki badati, w ktérych nie zaobserwowano zaniku MPOs,
mimo zablokowania transmisji synaptycznej w preparatach
HPC, poprzez obnizenie poziomu jonéw Ca*, Na* lub perfu-
zje preparatéw roztworem tetrodotoksyny (TTX) [83,104].
Ponadto, sama mozliwo$¢ rejestrowania rytmicznych wahan
potencjatu blonowego w preparatach formacji hipokampa
pozbawionych rytmicznej impulsacji z wstepujacego syste-
mu synchronizujgcego, pobudzanych tonicznie roztworem

karbacholu wskazuje, Ze rytmicznie generowane potencjaty
postsynaptyczne nie sg niezbedne do generowania MPOs
w neuronach formacji hipokampa [13,83,104]. Rytmicznie
generowane potencjaly postsynaptyczne naktadaja sie praw-
dopodobnie na endogenne MPOs komdrek fazowych theta-
-on, modulujgc je w ten sposéb [57].

PobsumowaNie

Wewnatrzhipokampalne mechanizmy
generowania rytmu theta w warunkach in vitro

Przedstawione wyzej wyniki badan prowadzonych na
modelu preparatéw HPC utrzymywanych in vitro wska-
zuja jednoznacznie, ze rytm theta rejestrowany w wa-
runkach pozaustrojowych stanowi odpowiednik rytmu
obserwowanego w formacji hipokampa in vivo. Polacze-
nie wnioskéw plynacych z oméwionych badan pozwala
na przedstawienie prawdopodobnego mechanizmu ge-
nerowania aktywnos$ci oscylacyjnej w obrebie skrawka
formacji hipokampa.

Jak wspominano wczeéniej, w warunkach naturalnych,
generowanie rytmu theta jest wynikiem aktywacji wste-
pujacego systemu synchronizujgcego, ktéry przekazu-
je pobudzenie do formacji hipokampa poprzez obszar
przy$rodkowej przegrody [10,15, 91,108,109]. Projekcja
cholinergiczna z MS powoduje toniczne pobudzanie hi-
pokampalnych komérek theta-on (neuronéw piramido-
wych i ziarnistych), natomiast projekcja GABA-ergiczna
z tego obszaru dociera do GABA-ergicznych interneuro-
néw HPC, zmniejszajac ogdlny poziom hamowania w sie-
ciach neuronalnych odpowiadajgcych za generowanie
aktywnosci oscylacyjnej. Wzajemne interakcje miedzy
cholinergicznym pobudzeniem a GABA-ergicznym ha-
mowaniem ptynacym z przysrodkowego obszaru prze-
grody prowadzi do generowania w formacji hipokampa
aktywnosci oscylacyjnej (rytmu theta) lub zdesynchro-
nizowanej (LIA) [30,100]. W preparatach formacji hipo-
kampa utrzymywanych w warunkach pozaustrojowych
cholinergiczno-GABA-ergiczne oddziatywania szlakéw
z przegrody zastgpione sg poprzez toniczne pobudzenie
cholinergiczne (perfuzja skrawkéw HPC roztworem kar-
bacholu) lub toniczne pobudzenie cholinergiczne i faczne
toniczne hamowanie uktadu GABA-ergicznego (perfuzja
roztworem karbacholu i bikukuliny lub 2-hydroksysaklo-
fenu) [42,62,63,66]. Toniczne pobudzenie cholinergiczne
fazowych komdérek theta-on (neuronéw piramidowych
obszaréw CA1 i CA3), ktére moze by¢ potaczone z tonicz-
nym hamowaniem GABAergicznym neuronéw theta-off
(interneurondéw), prowadzi do generowania rytmicznych
wahan potencjatu blonowego w komdrkach fazowych the-
ta-on. Zsumowane MPOs, powstajace w neuronach pira-
midowych obszaréw CA1 i CA3, rejestrowane sg zewng-
trzkomérkowo, jako polowy rytm theta [13].

Interesujgce jest to, ze rytm rejestrowany w warunkach in
vitro pojawia sie w postaci kilkusekundowych epizodéw,
przedzielonych okresami ciszy elektroencefalograficznej.
Innymi stowy, mimo ze pobudzenie cholinergiczne (sto-
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sowane w wiekszo$ci badati in vitro) preparatéw HPC jest
ciagte (perfuzja roztworem karbacholu), aktywnos¢ ryt-
miczna pojawia sie i zanika cyklicznie, podobnie jak sie to
dzieje w warunkach in vivo [9,67]. Obserwacje te wskazu-
ja, ze mechanizmy zwigzane z ,wlaczaniem” i ,,wylacza-
niem” stanu oscylacji w sieciach neuronalnych formacji
hipokampa sg zlokalizowane wewnatrz samych tych sieci,
a synchronizacyjne polaczenia z innych struktur mézgu
(vide obszar przy$rodkowej przegrody) nie sa niezbedne
do wystepowania cykliczno$ci rytmu.

Pierwszymi badaniami bezposrednio wskazujacymi, ze me-
chanizmy zwigzane z pojawianiem sie i kontrola dlugosci
epizodéw rytmu moga by¢ umiejscowione w samej sieci
neuronalnej formacji hipokampa byly do$wiadczenia do-
tyczace wplywu temperatury na rytm theta rejestrowany
wwarunkach in vitro. W badaniach tych wykazali$my, ze czas
trwania epizodéw rytmu theta wywotanego cholinergicznie
w skrawkach HPC, moze by¢ modulowany przez temperatu-
re tkanki - wzrost poziomu temperatury powodowat skra-
canie sie epizodéw rytmu theta i przerw miedzy nimi [67].
W kolejnych do$wiadczeniach wykazali$my, ze elementami
neuronalnymi zwigzanymi z procesem ,wlaczania” i WY~
taczania” epizodéw oscylacji w HPC sg odkryte przez nas
komdrki bramkujace [60]. Wydaje sie, ze to aktywno$é cho-
linergicznie wzbudzanych komérek bramkujacych zwigzana
jest z zapoczatkowaniem i zakoriczeniem kazdego kolejne-
go epizodu rytmu theta. Innymi stowy, to wtasnie neurony
bramkujace uruchamiajg stan oscylacji w sieciach neuronal-
nych formacji hipokampa oraz kontrolujg czas jego trwania
[60]. Interesujgce jest i to, ze ten wewnetrzny mechanizm
bramkowania dtugo$ci epizodéw rytmu theta oraz przerw
miedzy epizodami nie jest jedynie cecha odnerwionych sieci
neuronalnych HPC utrzymywanych in vitro. Nasze niedawne
badania wskazuja, ze komérki bramkujace moga by¢ reje-
strowane réwniez w warunkach in vivo, w formacji hipo-
kampa unerwionej przez wstepujacy system synchronizu-
jacy (Kowalczyk i wsp., niepublikowane obserwacje in vivo).

Kolejny problem wymagajacy komentarza, dotyczy me-
chanizméw zwiazanych z utrzymaniem odpowiedniego
poziomu synchronizacji poszczegdlnych elementéw sieci
neuronalnych HPC w czasie trwania epizodu rytmu theta.
Okazalo sie, Ze bezpo$redni udzial w tym procesie maja
synapsy elektryczne faczace neurony formacji hipokampa
[19,65]. Wykazali$my, ze to wlasnie dzieki obecno$ci pota-
czen elektrycznych mozliwe jest zsynchronizowanie ak-
tywnos$ci neuronéw zwigzanych z generowaniem rytmu
w oscylacje rejestrowane polowo, jako rytm theta. Jak pi-
sat Bennett: ,,dzieki potaczeniom szczelinowym wystepu-
jacym miedzy neuronami, wiele komdrek dziata z precyzja
jednego neuronu”[7]. Jest to stwierdzenie prawdopodob-
nie najtrafniej opisujace istote procesu synchronizacyjne-
go lezacego u podstaw generowania rytmu theta.

Na koniec nalezy podkresli¢, ze oméwione wyzej procesy
zwigzane z uruchamianiem i utrzymywaniem stanu oscyla-
cji w sieciach neuronalnych HPC zachodza jedynie w dwéch
obszarach preparatéw formacji hipokampa in vitro. Wyka-
zali$my mianowicie, Ze tylko warstwy komdrek piramido-

wych pdl CA1 i CA3 zdolne sa do samodzielnego genero-
wania rytmu theta w warunkach pozaustrojowych [68,69].
Powstaje zatem pytanie, dlaczego opisywany wcze$niej
profil warstwowy rytmu powstajacego in vitrow dwéch ge-
neratorach, charakteryzuje sie trzema szczytami amplitudy
i trzema zmianami fazy (ryc. 1B). Jest to o tyle istotne, ze
wykazano wczesniej, iz zmiana fazy rejestrowanego rytmu
jest wyznacznikiem wystepowania lokalnego generatora
aktywno$ci rytmicznej [35,48]. OdpowiedZ na powyzsze
pytanie moze by¢ nastepujaca: w skrawkach HPC umiej-
scowione sa dwa niezalezne generatory rytmu o charak-
terze dipoli elektrycznych. W obu tych generatorach po-
wstaje rytm, ktérego faza zmienia sie o 180° na dtugosci
dendrytéw szczytowych komdrek piramidowych (zmiana
fazy w obrebie generatora). Skoro rytm theta in vitro, re-
jestrowany jednocze$nie z warstwy wschodowej pola CA1
i warstwy wschodowej pola CA3, jest zawsze odwrécony
w fazie 0 180°, to rytm rejestrowany jednoczes$nie w war-
stwie splotowo-drobinowej CA1 oraz rytm rejestrowany
w $rodkowej czesci wneki sa réwniez odwrdcone w fazie
0180°. Odwrdcenie fazy rytmu theta obserwowane miedzy
warstwa splotowo-drobinowa a warstwa dendrytéw szczy-
towych komérek pola CA3c, jest wiec jedynie zmiang bier-
ng, powstajaca miedzy sygnatami EEG generowanymi nie-
zaleznie w obszarach CA11 CA3 [69]. Jesli za$ chodzi o trzy
szczyty amplitudy (ryc. 1B), to dipolarny charakter genera-
torarytmu[11,17,35,114, 115] zlokalizowanego w warstwie
komdrek piramidowych pola CA1 prowadzi do powstawania
dwéch szczytéw amplitudy aktywnosci rytmicznej (w war-
stwie wschodowej - na dendrytach podstawnych neuronéw
piramidowych CA1iw warstwie splotowo-drobinowej - na
dendrytach szczytowych tych neuronéw). Trzecie maksi-
mum amplitudy, obserwowane jest w obszarze komdrek
piramidowych pola CA3. Pojedynczy szczyt amplitudy re-
jestrowany w tym obszarze zwigzany jest prawdopodobnie
z bardzo krétka osig dendrytéw szczytowych neuronéw
piramidowych tego obszaru [94,105].

Przedstawione wyzej dane wskazuja, ze zdolno$¢ do gene-
rowania synchronicznej aktywnosci oscylacyjnej - rytmu
theta jest atrybutem sieci neuronalnych formacji hipoka-
mapa per se. Toniczne pobudzenie cholinergiczne skraw-
kéw HPC prowadzi do aktywacji komérek bramkujacych
rytm theta - neuronéw odpowiedzialnych za uruchamia-
nie mechanizméw oscylacyjnych w formacji hipokampa.
Wytadowania swoistych komérek bramkujacych powodu-
ja aktywacje komdrek theta-on w czasie epizodu rytmu
theta oraz komérek theta-off podczas przerw miedzy epi-
zodami rytmu. Zsumowane rytmiczne wahania potencja-
tu blonowego fazowych komdérek theta-on obserwowane
sa w postaci epizodu polowego rytmu theta. Odpowiedni
poziom synchronizacji elementéw sieci neuronalnych
formacji hipokampa, zaangazowanych w powstawanie
rytmu, utrzymywany jest dzieki wystepowaniu miedzy
nimi potaczen szczelinowych (synaps elektrycznych). Tak
generowany rytm theta charakteryzuje sie swoistym pro-
filem warstwowym powstajacym w wyniku jednoczesne-
go generowania polowej aktywnoéci rytmicznej w dwéch
niezaleznych generatorach: warstwach komdérek pirami-
dowych pdl CA1 i CA3 hipokampa wtasciwego.
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