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Streszczenie

Podstawowe parametry elektrofizjologiczne, ktére charakteryzuja kazdy
wzorzec EEG to amplituda i czestotliwosé. Liczne badania elektrofizjologiczne
wykazaly, Ze obszar przy$rodkowej przegrody (MS) oraz tylnego podwzgoérza
(PH) odgrywaja istotna role w procesie powstawania hipokampalnego rytmu
theta. Co wigcej, badania prowadzone na szczurach sugerujg, ze amplituda
aktywnosci polowej theta kodowana jest na terenie MS, a czgstotliwos¢ w PH.
Obecna praca poswigcona zostala zweryfikowaniu powyzszych wynikow na
modelu swobodnie poruszajacego si¢ kota. W celu ustalenia roli MS i PH
W procesie programowania amplitudy i czgstotliwosci hipokampalnego rytmu
~ theta u kota wykonane zostaly doprzegrodowe i dopodwzgorzowe iniekcje
prokainy, atropiny i muscimolu. Przedmiotem szczegblowej analizy byly zmiany
parametréw rytmu theta pojawiajacego si¢ w hipokampalnym zapisie EEG
W miarg ustepowania dziatania efektow wymienionych wyzej zwiazkow.

Wstep

Rytm theta, okreslany réwniez jako rytmiczna aktywnos¢ wolnofalowa
(RSA), jest wysokoamplitudowa aktywnoscia (do 1,5 mV) o sinusoidalnym
przebiegu i czestotliwosci od 3 do 12 Hz. Wzorzec EEG tego typu budzi
szczegblne zainteresowanie eksperymentatoréw, poniewaz stanowi przykiad
modelowej oscylacji i synchronizacji w sieciach neuronalnych o$rodkowego
ukfadu nerwowego [1, 2, 3, 4].

Klasyczne juz dzisiaj badania Vanderwolfa [18, 19], prowadzone na
gryzoniach, pozwolily na sformutowanie powszechnie obowiazujacej hipotezy
méwiacej o niejednorodnym charakterze RSA u gryzoni. Hipoteza ta zaklada, ze
u szczuréw, krolikéw i swinek morskich wystepuja dwa typy rytmu theta (typ 1
i typ 2), rozniace si¢ pasmem dominujacej czgstotliwosei oraz wzorcami



122

aktywnosci ruchowej. Rytm theta typu 1 (6-12 Hz) rejestrowany jest w czasie
ruchéw dowolnych, natomiast rytm typu 2 (3-9 Hz) wylacznie w czasie braku
aktywnosci ruchowej zwierzat. Dodatkowo, badania farmakologiczne wykazaty,
ze oba typy theta posiadaja odmienne podloze neurochemiczne - pierwszy
prawdopodobnie serotoninergiczne, drugi natomiast cholinergiczne [1, 4, 20].

Hipoteza zakfadajaca istnienie dwoch odrgbnych typéw rytmu theta nie
znalazta potwierdzenia w badaniach na kotach. Okazalo si¢ bowiem, Ze u tego
gatunku zwierzat rytmiczna aktywnos¢ wolnofalowa, przypominajaca pod
wzgledem neurochemicznym theta typu 2 u gryzoni [9, 15], mozne byé
rejestrowana zar6wno podczas aktywnosci ruchowej jak i w stanie kompletnego
bezruchu [7, 15].

Pierwotnie sadzono, ze generowanie rytmu theta mozliwe jest wylacznie
dzigki lokalnej aktywno$ci komorek nerwowych formacji hipokampalnej
(HPC). Jednak uzyskane w drugiej polowie ubieglego stulecia wyniki badan
elektrofizjologicznych obality t¢ sugesti¢ i wyraznie wskazaly na poza-
hipokampalny charakter aktywnosci polowej typu theta [8, 14]. Rezultaty
cytowanych prac dostarczyly dowodow na to, ze neurony okolicy przys$rodkowe;j
przegrody (MS) odgrywaja istotng rol¢ w procesie powstawania
hipokamaplnego rytmu theta. Z kolei wyniki badai anatomicznych, ktére
prowadzone byly intensywnie w ostatnich dwoch dekadach ubieglego wieku
sugeruja, ze w procesie powstawania i modulowania aktywnosci oscylacyjnej
typu theta, oprocz przysrodkowej przegrody, biorg udzial struktury
zlokalizowane na  poziomie migdzymozgowia, $rodmézgowia  oraz
tylomézgowia [12, 21, 22]. Wyniki tych badan daly podstawe koncepcji, wedtug
ktorej impulsacja z pnia mézgu dociera najpierw do jadra nadsuteczkowatego
(SuM), lezacego na poziomie tylnego podwzgérza (PH), a nastepnie do
przysrodkowej przegrody, ktéra uwazana jest za strukturg rozdzielajacq
impulsacj¢ do Scisle okreslonych obszaréw kory limbicznej tj. formacji
hipokamaplnej, kory srodwechowej oraz zakretu obreczy [21, 23] (Ryc. 1).

Zastosowanie techniki odwracalnej lezji, polegajacej na iniekcjach
lokalnego anestetyku - prokainy, przyczynilo si¢ do wyjasnienia roli
przysrodkowej przegrody i tylnego podwzgérza w procesie powstawania rytmu
theta u szczuréw. Smythe i wsp. [16] wykazali, ze odwracalna blokada MS, po
zastosowaniu prokainy, znosi zaréwno spontaniczny jak i elektrycznie
wywolany hipokampalny rytm theta. Analiza podstawowych parametréw rytmu
pojawiajacego si¢ w zapisie EEG wraz z ustgpowaniem efektu anestetycznego
wykazata, ze czgstotliwos¢ rytmu theta nie ulegla zmianie i odpowiadata
czgstotliwosei rytmu theta rejestrowanego w warunkach kontrolnych. Amplituda
natomiast byla nizsza w stosunku do S$rednich wartosci rejestrowanych
w warunkach kontrolnych i stopniowo, wraz z uptywem czasu, osiggata wartosci
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rejestrowane w kontroli. Na podstawie uzyskanych wynikéw Smythe i wsp. [16]
zasugerowali, ze obszar przysrodkowej przegrody u szczurdw uczestniczy
w modulowaniu amplitudy hipokampalnego rytmu theta, a nie czgstotliwosei.

KORA LIMBICZNA

Rye. 1. Schemat ilustrujacy organizacj¢ systemu neuronalnego zaangaZowanego w generowanic
hipokampalnego rytmu theta.

Zanik hipokampalnego rytmu theta u anastetyzowanych szczurow
obserwowany byt réwniez po iniekcjach prokainy do SuM [11]. Jednak iniekcje
tego zwiazku do réznych miejsc, lezacych miedzy przednim jadrem
siatkowatym mostu (RPO) a jadrem nadsuteczkowatym, prowadzily do
obnizenia czestotliwosci, a nie amplitudy rytmu. W $wietle powyzszych badan
szczegblnie interesujace wydaja si¢ byé wyniki uzyskane przez McNaughtona
i wsp. [13] oraz Thinschmidta i wsp. [17]. Wykazali oni, ze iniekcje prokainy do
SuM u czuwajacych zwierzat obnizaly czestotliwos¢ w znacznie mniejszym
stopniu, niz u zwierzat poddanych narkozie uretanowej [13, 17]. Co wigcej,
Thinschmidt i wsp. [17] wykazali, ze czgstotliwo$¢ rytmu theta u czuwajacych
szczuréw pozostala niezmieniona nawet po rozleglych lezjach SuM, co
wskazywaloby, ze jadro to nie jest jedynym miejscem kontrolowania
czgstotliwoéci rytmu theta u czuwajacych zwierzat. Najnowsze badania
Woodnorth i wsp. [24, 25] wydaja si¢ potwierdza¢ t¢ hipotezg¢ i wskazuja, Ze
system kontrolujacy czgstotliwo$é rytmu theta u czuwajacych zwierzat,
w przeciwienstwie do anastetyzowanych, jest o wiele bardziej ztozony.

Obecna praca poswigcona zostata roli przysrodkowej przegrody oraz
tylnego podwzgérza w procesie programowania amplitudy i czgstotliwosci
hipokampalnego rytmu theta u swobodnie poruszajacych si¢ kotow.
Doprzegrodowe i dopodwzgérzowe iniekcje prokainy (lokalnego anestetyku),
atropiny (antagonisty receptoréw muskarynowych) oraz muscimolu (agonisty
receptor6w GABA,) zastosowane zostaly w celu wywolania odwracalnego
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efektu blokujacego rytm. Zmiany parametréw rytmu theta (amplitudy
i czgstotliwoscei) pojawiajacego si¢ w miarg ustgpowania dzialania tych
zwigzkow byly przedmiotem szczegdtowiej analizy.

Materialy i metody

Doswiadczenia przeprowadzone zostaty na 15 kotach, obojga plei,
o masie ciata od 2,40 kg do 3,60 kg. Wszystkie zwierzeta przed przystapieniem
do do$wiadezen poddane zostaly zabiegowi neurochirurgicznemu, w celu
implantacji kaniul wodzacych i elektrod rejestracyjnych do odpowiednich
obszaréw mézgu. Standardowo wszystkim kotom implantowano, obustronnie,
do obszaru przysrodkowej przegrody kaniule wodzace, zgodnie ze
wspétrzednymi ustalonymi na podstawie atlasu stereotaktycznego moézgu kota
[10]: Fr = + 150, L = + 0.5, H = + 4.0 oraz do tylnego podwzgdrza
Fr = + 100, L = + 1.0, H = - 3.5. Ponadto, do formacji hipokampalnej
implantowano dwie dwubiegunowe elektrody rejestracyjne (lewo- i prawo-
stronnie) wedtug nastepujacych wspotrzednych: Fr = + 4.0, L = + 5.5,
H = + 7.0 (Ryc. 2). Szczegdly dotyczace operacji oraz warunkéw
przeprowadzania do$wiadczen opisano wezesniej [S, 6].

Po uplywie okolo 2 tygodni od dnia zabiegu neurochirurgicznego
przystapiono do dos$wiadczen. Kazde do$wiadczenie rozpoczynala kontrolna
rejestracja spontanicznej aktywnosci EEG formacji hipokampalnej, ktéra byta
przeprowadzana bezpo$rednio przed iniekcja zwiazku farmakologicznego.
Po zapisaniu sekwencji kontrolnej zwierzeta poddawane byly doprzegrodowej
lub dopodwzgérzowe;j iniekcji prokainy, atropiny lub muscimolu. Pierwszy
poiniekeyjny zapis aktywnosci EEG przeprowadzany byl natychmiast
po ponownym  podigczeniu zwierzecia do aparatury rejestracyjne;.
W do$wiadczeniach z prokaing podawang do MS lub PH rejestracja kolejnych
czterech sekwencji czasowych prowadzona byla z zachowaniem 15 min. przerw
(Ryc. 3, 4). Z kolei, w doswiadczeniach, w ktérych podawano atroping do
badanych struktur kolejne rejestracje prowadzone byly: 15 min., 30 min.,
3 godz., 6 godz., 12 godz. i 24 godz. po iniekcji (Ryc. 3, 4). W ostatniej serii
doswiadczen, w ktérych do MS i PH podawano muscimol, ostatnia rejestracja
prowadzona byta po uptywie 12 godzin od chwili iniekcji (Rye. 3, 4).

Po zakonczeniu doswiadczen hipokampalna aktywno$¢ EEG analizowana
byla, przy uzyciu programu komputerowego Spike 2, (Cambridge Electronic
Designe). Fragmenty 120 sekundowego zapisu aktywnosci spontanicznej
dzielone byly automatycznie przez program na 2 sekundowe odcinki. Nastepnie
kazdy z odcinkéw poddawany byl analizie opartej na algorytmie szybkiej
transormanty Fouriera (FFT). Analiza FFT umozliwia dokladne okreélenie
wartosci mocy dominujacej czgstotliwoéei oraz czestotliwosei w 2 sekundowym
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odcinku zapisu hipokampalnej aktywnosci EEG. Amplituda rejestrowanego
rytmu, odczytywana byla bezposrednio z analogowego zapisu odtwarzanego
sygnalu na podstawie kalibracji z osi wspotrzednych.
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Rye. 2. Lokalizacja kaniul wodzacych implantowanych do przysrodkowej przegrody (MS)
i tylnego podwzgérza (PH) oraz elektrod rejestracyjnych implantowanych do formacji
hipokampalnej (HPC). Schemat opracowany na podstawie atlasu stereotaktycznego mézgu kota
[10].

Otrzymane w poszczeglnych do$wiadczeniach czastkowe wartosci
amplitudy oraz czestotliwosci rytmu theta (W poszczegbinych sekwencjach
czasowych), przed iniekcja i po podaniu leku, poddawane byly analizie
statystycznej. Opracowanie statystyczne w cafosci wykonane zostalo przy
uzyciu programu komputerowego Statistica 6.0 PL. W pierwszej kolejnosci
obliczano wartoéé $rednia (xi) oraz blad standardowy $redniej (SE) dla wyzej
wymienionych parametréw. Nastepnie, w celu zbadania réznic pomigdzy
parametrami rytmu theta rejestrowanego W sekwencji kontrolnej i sekwencjach
czasowych po iniekcji prokainy, atropiny i muscimolu, przeprowadzano
jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA. Poréwnania migdzygrupowego
dokonywano przy pomocy testu U Manna-Whitneya.
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Wplyw doprzegrodowych i dopodwzgérzowych iniekeji prokainy
na hipokampalny rytm theta

Iniekcje 20% roztworu chlorowodorku prokainy (w objetosei 3 pl)
do MS i PH prowadzily do zaniku rytmu theta z zapisu hipokampalnej
aktywnosci EEG (Ryc. 3, 4, 5). Jedynym wzorcem EEG rejestrowanym
w pierwszej poiniekcyjnej sekwencji czasowej byla aktywno$¢ zde-
synchronizowana. Efekt blokujacy prokainy obserwowany byl réwniez
15 min. po iniekcji. Dopiero po uptywie 30 min. od chwili doprzegrodowego lub
dopodwzgérzowego podania wyzej wymienionego anestetyku zaobserwowano
ponownie pojawienie si¢ epizodéw rytmu theta w zapisie aktywnosci EEG
rejestrowanym z HPC. Jednak $rednie wartosci amplitudy rejestrowanego rytmu
byly nizsze w poréwnaniu z warto$ciami rejestrowanymi w sekwencji kontrolnej
(Rye. 3, 4, 5). Godny uwagi jest fakt, ze obnizeniu amplitudy towarzyszy! brak
zmian czgstotliwosci rytmu theta. W miarg¢ uplywu czasu (45 min. od chwili
iniekcji) obserwowany byl stopniowy wzrost Srednich wartosci amplitudy.
Ostatecznie, po uptywie 1 godz. od iniekcji prokainy do MS lub PH, $rednie
warto$ci amplitudy RSA powrdcily do poziomu rejestrowanego w sekwencji
kontrolnej (Ryc. 3, 4, 5).

Wplyw doprzegrodowych i dopodwzgérzowych iniekeji atropiny
na hipokampalny rytm theta

Po doprzegrodowych i dopodwzgérzowych iniekcjach atropiny w dawce
66pg/3ul w pierwszej poiniekcyjnej sekwencji czasowej, nastapil wyrazny
i istotny statystycznie spadek $redniej warto$ci amplitudy rytmu theta
w poréwnaniu z warto$ciami obserwowanymi w sekwencji kontrolnej (Ryc. 3, 4,
5). Po uptywie 15 min. od chwili iniekcji z zapisu hipokampalnej aktywnosci
EEG zniknal zupelnie rytmiczny wzorzec theta. W tym czasie wystgpowala
wylacznie aktywno$¢ zdesynchronizowana. Rowniez w  kolejnych dwoch
zapisach aktywnosci EEG (tj. 3 godz. oraz 6 godz. po iniekcji) nie
zarejestrowano rytmu theta. Dopiero po uplywie 12 godz. od dokonanych
mikroiniekcji zaobserwowano ponownie pojedyncze epizody rytmu. Jednak
srednie wartosci amplitudy badanego wzorca EEG byly mniejsze od wartosci
obserwowanych w sekwencji kontrolnej. Ostatecznie amplituda hipokampalnego
rytmu theta osiagneta wartosci poréwnywalne z wartosciami rejestrowanymi
w sekwencji kontrolnej po 24 godz. od chwili podania atropiny (Ryc. 3, 4, 5).
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Ryc. 3. Dynamika zmian amplitudy hipokampalnego rytmu theta w kolejnych sekwencjach
czasowych po obustronnych iniekcjach prokainy (A), atropiny (B) oraz muscimolu (C) do obszaru
przysrodkowej przegrody (A) oraz tylnego podwzgérza (e). Analiza statystyczna: Kruskal-Wallis
ANOVA oraz Mann-Whitney U-test: ** - p<0.01; *** - p<0.001.

Na uwage zastuguje fakt, ze zmianom w amplitudzie rytmu tl?eta,
rejestrowanego z formacji hipokampalnej, towarzyszyl brak zmian w jego

czestotliwosei (Rye. 3, 4, 5).
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Rye. 4. Dynamika zmian czgstotliwosci hipokampalnego rytmu theta w kolejnych sekwencjach
czasowych po obustronnych iniekcjach prokainy (A), atropiny (B) oraz muscimolu (C) do obszaru
przysrodkowej przegrody (A) oraz tylnego podwzgérza (e). Analiza statystyczna: Kruskal-Wallis
ANOVA oraz Mann-Whitney U-test.

Wplyw doprzegrodowych i dopodwzgérzowych iniekeji muscimolu
na hipokampalny rytm theta
Obustronne iniekcje muscimolu podawanego do MS lub PH w dawce
2ug/3ul prowadzity, podobnie jak iniekcje prokainy i atropiny, do zaniku rytmu



129

theta z zapisu hipokampalnej aktywnosci EEG. Jednak w pierwszej
poiniekcyjnej sekwencji czasowej (5 min. po iniekcji) po dopodwzgérzowym
podaniu tego zwigzku obserwowano jeszcze pojedyncze epizody rytmu theta
o amplitudzie nizszej od amplitudy rytmu rejestrowanego w sekwencji
kontrolnej. W kolejnych dwéch sekwencjach czasowych (15 min. oraz 30 min.
po iniekcji) w zapisie hipokampalnej aktywnosci EEG rejestrowanej po
doprzegrodowych i dopodwzgérzowych iniekcjach muscimolu obecna byta
wylacznie aktywno$é zdesynchronizowana. Dopiero 3 godz. po podaniu
muscimolu do MS w hipokampalnym zapisie EEG pojawit si¢ znéw rytm theta.
Natomiast pierwsze epizody rytmu theta po iniekcji musciomlu do PH pojawity
si¢ dopiero po uplywie 6 godz. od chwili iniekcji. Podobnie jak po
doprzegrodowych iniekcjach tego zwiazku, pojawiajacy si¢ rytm theta mial
nizsza amplitude w stosunku do rytmu rejestrowanego w sekwencji kontrolne;j.
Rytm theta o parametrach zblizonych do rytmu rejestrowanego w kontroli
pojawil si¢ po uplywie 12 godz. od chwili podania muscimolu do MS i PH
(Ryc. 3, 4, 5).

Doprzegrodowe i dopodwzérzowe iniekcje muscimolu nie mialy wplywu
na czestotliwo$¢ hipokampalnego rytmu theta. Srednie wartosci czgstotliwosci
rejestrowanego wzorca EEG utrzymywaly si¢ w trakcie calego doswiadcezenia na
poziomie kontrolnym (Ryc. 3, 4, 5).

Dyskusja

Prezentowane badania, prowadzone byly, podobnie jak badania
Thinschmidta i wsp. [17] na modelu swobodnie poruszajacych sig¢ zwierzat.
Jednak w przeciwienstwie do badan Tinschmidta i wsp. [17], ktére wykonane
zostaly na szczurach, w obecnej pracy obserwacje prowadzone byly na kotach.

Doprzegrodowe i dopodwzgérzowe iniekcje prokainy, atropiny oraz
muscimolu prowadzity do stopniowego zaniku rytmu theta z zapisu
hipokampalnej aktywnosci EEG. Niezwykle interesujacy jest fakt, Ze bez
wzgledu na rodzaj zastosowanej techniki blokowania rytmu theta (technike
odwracalnej lezji, czy tez technike polegajaca na zablokowaniu ukladu
cholinergicznego lub pobudzeniu ukladu GABAergicznego) wzor powrotu
aktywnosci polowej theta, w miare ustepowania dziatania podanych domézgowo
zwiazkow, byt bardzo podobny. Analiza parametréw omawianego wzorca EEG
pojawiajacego si¢ zaréwno po doprzegrowych jak i dopodwzg6rzowych
iniekcjach wykazata, Ze rejestrowany rytm mial nizsza amplitude w poréwnaniu
z rytmem rejestrowanym w warunkach kontrolnych. Jednak wraz
z ustgpowaniem efektu blokujgcego amplituda pojawiajacego si¢ rytmu
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Ryc. 5. Wplyw obustronnych dopodwzgérzowych iniekcji prokainy (lewy panel), atropiny
(srodkowy panel) i muscimolu (prawy panel) na rejestrowany z formacji hipokampalnej
spontaniczny rytm theta. Rycina przedstawia dwusekundowe epizody analogowego zapisu
hipokampalnej aktywnosci EEG rejestrowanej W sekwencji kontrolnej oraz w wybranych
poiniekeyjnych sekwencjach czasowych. Histogramy FFT dotycza przedstawionych fragmentow
zapisu analogowego. Kalibracja: 1s/100 uV.

Podobne zmiany obserwowano po doprzegrodowych iniekcjach wymienionych wyzej zwiazkow.
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stopniowo wzrastala. Uzyskane wyniki wskazujq zatem, ze obydwie badane
przez nas struktury biorg udzial w modulowaniu amplitudy hipokampalnego
rytmu theta u swobodnie poruszajacych si¢ kotow.

Warto podkresli¢, ze zmianom amplitudy omawianego wzorca EEG
towarzyszyl brak zmian w jego czgstotliwosci. Zaobserwowalismy bowiem, ze
pierwsze epizody rytmu pojawiajacego si¢ w miar¢ ustgpowania efektu
blokujacego podanych zwiazkéw miaty czgstotliwos$é zblizona do czgstotliwosei
rytmu rejestrowanego w warunkach kontrolnych. Rejestrowanie rytmu theta
0 obnizonej amplitudzie i niezmienionej czestotliwosci w stosunku do rytmu
rejestrowanego w kontroli $wiadczy o tym, ze zarowno obszar MS jak i PH sa
strukturami  niezwiagzanymi, przynajmniej bezposrednio, z kodowaniem
czestotliwosdei aktywnosei polowej theta u kota.

Skoro tylne podwzgérze i przysrodkowa przegroda biora udziat
w programowaniu amplitudy hipokampalnego rytmu theta, to pojawia si¢
pytanie gdzie programowana jest czgstotliwo$¢ omawianego wzorca EEG
u swobodnie poruszajacych si¢ kotow? Uzyskane przez nas wyniki nie
uprawniajg nas do odpowiedzi na to pytanie. Mozemy jedynie przypuszczac, ze
kodowanie czgstotliwosci aktywnoséci polowej theta zachodzi na poziomie pnia
mozgu, gdzie wstepujacy system synchronizujacy rytm theta bierze swoj
poczatek. Powyzsza hipoteza wymaga jednak potwierdzenia w toku dalszych
badan.
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