VILNIAUS UNIVERSITETAS

ROBERTAS GUZULAITIS

Nugaros smegeny neurony tinklo veikimo principai: somatosensorings
informacijos integracija ir aktyvumo iSplitimas

Daktaro disertacija
Biomedicinos mokslai, biofizika (02 B)

Vilnius, 2013 metai



Disertacija rengta 2009 — 2013 metais Vilniaus universitete

Mokslinis vadovas:

doc. dr. Aidas Alaburda (Vilniaus universitetas, biomedicinos mokslai,
biofizika — 02B).

Konsultantas:

prof. dr. Jorn Hounsgaard (Kopenhagos universitetas, biomedicinos mokslai,
biofizika — 02B).



TURINYS

SANTRUMPOS

IVADAS

Darbo tikslas

Darbo uZdaviniai

Darbo naujumas

Ginamieji teiginiai

1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Judéjimas ir jo organizavimas
Judéjimo valdymo lygmenys

Ritmiskumo atsiradimas: vidiniai osciliatoriai ar neurony tinklo organizavimo pasekmé?

Centrinio paterno generatoriaus modeliai
CPG lokalizacija
Modelinés sistemos CPG tyrimams

1.2. STNS (stomatogastric nervous system)
Anatomija
Ritmai generuojami CPG
Neuromoduliacija
Homeostazé ir individualiis skirtumai

1.3. Vézlio nugaros smegeny neurony tinklas
Vézlio nugaros smegeny anatomija
Vézlio motorinés programos
Vézlio nugaros smegeny neurony tinklo organizavimas
Motorinio aktyvumo ritmo variacijos — delecijos
Nugaros smegeny neurony tinkly persidengimas
Laikiné somatosensoriniy jéjimy integracija — nugaros smegeny atmintis
Ilgai trunkantis neurony aktyvumas sukeltas trumpo stimulo

1.4. Ca’* kanalai, L-tipo Ca®" srovés, plato potencialai
Jtampos valdomi Ca*'kanalai (Cay) ir jy generuojamos srovés
Plato potencialai generuojami L-tipo kalcio jony sroviy
Atsako ,,jsitibavimas‘ ir skausmo sensitizacija

1.5. Somatosensorinis tylos periodas — CSP

2. METODIKA

2.1. Etikos leidimas

10

10
12
14
16
18
19

24
24
25
27
30

34
35
37
42
45
47
48
50

52
52
53
56

58

62

62



2.2. Preparato paruosimas

2.3.  Stimuliavimas

2.4, Registracija

2.5. Neurony vaizdinimo protokolas

2.6. Duomeny analizé
CSP laikiniai parametrai
CSP intensyvumo parametrai
Membranos laidumas
Vidutinis membranos potencialas (V)
Suzadinamumas
VP slenkstis (V)
V, sinapsiniy fluktuacijy jvertinimas
Kasymosi reflekso jvertinimas
Neurony aktyvumo fazés analizé
Statistiné analizé

3. REZULTATAI
3.1. Kasymosi refleksai sukelti mechaniniu ir elektriniu stimuliavimais
3.2. Gradualus kasymosi reflekso sukélimas

3.3. Somatosensorinis tylos periodas
Mechanizmas sukeliantis somatosensorinj tylos perioda

3.4. Laikiné somatosensoriniy jéjimy integracija
Motoneurony Vy, ir suzadinamumas prie§ kasymosi reflekso jsijungima
PrieSmotorinio tinklo aktyvumas pries kasymosi reflekso jsijungima
PrieSmotorinio tinklo aktyvumo didéjimas po pakartotiniy ikislenkstiniy stimuly
L-tipo Ca*" jtaka leikinei somatosensoriniy j&jimy integracijai

3.5. Kriitininiai nugaros smegenu segmentai ir ju vaidmuo kasymosi reflekso generavime
Kraitininiai nugaros smegeny segmentai aktyviai dalyvauja kasymosi reflekso generavime
D4 segmento neurony aktyvacija vidurinés kiino dalies kasymosi reflekso metu
Ritmisky D4 segmento neurony fazés analizé
D4 segmento neurony aktyvavimo intensyvumas
D4 segmento neurony projekcijos

4. REZULTATU APTARIMAS IR DISKUSIJA
41. Kasymosi refleksas sukeltas mechaniniu ir elektriniu stimuliavimais
4.2. CSP ir jo mechanizmai

4.3. Gradualus kasymosi refleksas — laikiné somatosensoriniy jéjimy integracija
Motoriniy neurony vidinés savybés laikinés integracijos metu

62

65

66

67

68
68
69
69
70
70
70
70
71
71
71

73

73

74

77
78

81
81
83
85
86

88
88
90
91
93
94

96

96

96

98
99



PrieSmotorinio tinklo aktyvumas laikinés somatosensoriniy jéjimy integracijos metu

44. Kriitininiy segmenty jtaka vidurinés kiino dalies kasymosi reflekso generavimui
D4 segmento neurony aktyvavimas vidurinés ktino dalies kasymosi reflekso metu
D4 segmento neurony aksony projekcijos
Galimos kriitininiy nugaros smegeny segmenty funkcijos

ISVADOS
LITERATUROS SARASAS
REZULTATU PRISTATYMAS

PADEKA

99

102
102
103
103

105

106

122

125



Santrumpos

APV — 2-amino-5-phosphonopentanoic riigstis;
CNS — centriné nervy sistema;

CPG — centrinis paterno generatorius;

CSP — somatosensorinis tylos periodas;

DLF — dorsolateralinis traktas;

ENG — elektroneurograma;

HE — Slaunie ekstensorius;

HF — Slaunies fleksorius;

IN — tarpinis neuronas;

MLR — mesoencefalinis lokomocijos regionas ;
MN — motorinis neuronas;

NMDA — N-metyl D-aspartatas;

PF — paterno formavimo tinklas;

RG — ritmo generavimo tinklas;

SN — Sensorinis neuronas;

STG — somatogastrinis ganglijas;

STNS — veéziagyviy nerving sistema valdanti vir§kinima;
UBG — ritmo generatoriaus modulis;

Vi — membranos potencialas;

VP — vekimo potencialas;

VPP — ,,kiSenés* pilvinis-uzpakalinis Somatosensorinis nervas;
Vin — veikimo potencialo slenkstis;

WDR — plataus dinaminio diapazono.



Ivadas
Jau daugiau kaip prieS Simtmet] tyréjai pastebéjo, kad izoliuotas nugaros

smegeny neurony tinklas geba generuoti koordinuotus judesius (Sherrington
1906, Sherrington 1910, Brown 1911, Brown 1914). Siai dienai neabejojama,
kad elementartis judesiai kaip lokomocija ir refleksai yra organizuoti nugaros
smegeny neurony tinklo. Daznai po nugaros smegeny traumos zmogus
praranda gebéjimg judéti. Tai skaudZziai atsiliepia nukentéjusiam, bei brangiai
kainuoja visuomenei. Manoma, kad nugaros smegeny neurony tinklo tyrimai
gali padéti ne tik suprasti jo funkcionavimo principus, bet ir atverti kelig
naujoms gydymo/reabilitacijos strategijoms.

Nugaros smegeny neurony tinklas ne tik generuoja ir koordinuoja judesius, bet
ir apdorodamas sensoring informacijg priima sprendimus. Sprendimo
priémimas — tai geb¢jimas atskirti reik§mingg stimulg nuo ,,triuk§mo®. Vienas
1§ svarbiausiy stimulo parametry, pagal kurig gali biiti priimamas sprendimas —
tai stimulo intensyvumas. Jeigu stimulas pakankamai intensyvus — neurony
tinklas vykdo atitinkamg motoring programg. Stimulo intensyvumui mazéjant
sprendimo priémimas gali biti atliekamas atsizvelgiant j kitus stimulo
parametrus. Tokiu atveju svarby vaidmenj gali vaidinti stimulo
pasikartojamumas — jeigu silpnas stimulas pasikartoja tam tikru dazniu, tai
parodo jo reikSminguma ir | ji verta reaguoti.

Yra zinomas klasikinis laikinés sumacijos pavyzdys, kuris vyksta neuronuose
dél jy membranos laiko konstantos (Kandel, Schwartz et al. 2000). Neuronas
geba integruoti posinapsinius potencialus jvykusius milisekundziy eilés laiko
intevale. Pastebéta, kad nugaros smegeny neurony tinklas geba integruoti
somatosensorinius jéjimus jvykusius rec¢iau nei 1 sekundé (Sherrington 1906,
Crowe and Linnartz 1985, Currie and Stein 1988). Tai keliomis eilémis Iétesnis
procesas, nei posinapsiniy jvykiy laikiné integracija vykstanti neurono
lygmenyje. Nors sekundziy eilés laikiné integracija neurony tinklo lygmenyje
pastebéta daugiau nei prie§ Simtmetj, jos mechanizmai néra aiskus iki Siol.
Taip pat nezinoma kurioje neurony tinklo dalyje laikiné integracija vyksta —

motoriniuose ar tarpiniuose neuronuose.



Kaip jau minéta, nugaros smegeny neurony tinklas geba generuoti lokomocija
ir refleksus. D¢l didelio neurony kiekio, nugaros smegeny neurony tinklo
organizacija néra visiSkai aiSki stuburiniuose gyviinuose. Tiriant Zuvis (nége,
ryklys) buvo prieita iSvados, kad neurony tinklas generuojantis judesius yra
placiai i$plitgs visose nugaros smegenyse (Grillner 1974, Cohen and Wallen
1980). Taciau kalbant apie gyviinus su galiinémis, priimta, kad svarbiausi
neurony tinklo elementai valdantys uzpakaliniy ir priekiniy galiiniy judéjima
yra i$sidéste atitinkamai strény srities ir kakliniame i$platéjimuose (Mortin and
Stein 1989, Cazalets, Borde et al. 1995, Ballion, Morin et al. 2001). Siuos
nugaros smegeny iSplat¢jimus jungia kriitininiai nugaros smegeny segmentai,
kuriy funkcija lokomocijoje néra aiski. Pastaryjy mety tyrimai parode, kad
kriitininiuose segmentuose vykstantis sinapsinis perdavimas prisideda prie
priekiniy ir uzpakaliniy galtiniy koordinacijos, bei komandinés informacijos 1§
aukstesniy smegeny centry perdavimo (Cowley, Zaporozhets et al. 2008,
Cowley, Zaporozhets et al. 2010). Reabilitacija po nugaros smegeny kriitininiy
segmenty pazaidy sukelia neurony tinklo Siuose segmentuose rekonstrukcijg.
Toks neurony tinklo plastiSkumas atstato valingus uZpakaliniy galtiniy judesius
(van den Brand, Heutschi et al. 2012). Sie tyrimai leidzia manyti, kad ne tik
strény srities, bet ir kriitininiai nugaros smegeny segmentai yra svarbiis
uzpakaliniy galtiniy valdymui.

Siame darbe pristatomi tyrimai, kuriy metu bandoma geriau suprasti $iuos du
nugaros smegeny neurony tinklo organizavimo aspektus: sekundzZiy eilés
somatosensoriniy j&jimy laikinés integracijos mechanizmus ir neurony tinklo

erdvinj iSplitima.

Darbo tikslas
Nustatyti nugaros smegeny neurony tinklo aktyvumo erdvinj iSplitimg ir

laikinés integracijos galimus mechanizmus.



Darbo uzdaviniai
e IStirti, ar motoriniy neurony suzadinamumo Kkitimas prisideda prie

somatosensoriniy j¢jimy laikinés integracijos;

e Nustatyti prieSmotoriniy neurony aktyvumo pokycius laikinés
integracijos metu;

e [vertinti neurony tinklo aktyvumo erdvinj iSplitimg vidurinés kino

dalies kasymosi reflekso metu.

Darbo naujumas

Tiriant somatosensoriniy jéjimy laikinés integracijos nugaros smegenyse
mechanizmus pirmg kartg parodyta, kad ji susijusi ne su motoriniy neurony
suzadinamumo pakitimu, bet su prieSmotoriniy neurony aktyvumo padidéjimu.
Pirmg karta tiesiogiai parodytas motoriniy neurony  slopinimas
somatosensorinio tylos periodo metu.

Tiriant neurony tinklo, kuris valdo uzpakalines galtines, aktyvumo erdvinj
iSplitimg pirma karta parodyta, kad kritininiai nugaros smegeny segmentai
gauna informacijg i§ strény srities iSplatéjimo. Neuronai, aktyvuoti strény
srities tinklo, savo aksonus siuncia atgal, link strény srities iSplatéjimo.
Apibendrinant, parodoma, kad neurony tinklas valdantis uZpakalines galiines

erdviskai iSplites labiau, nei manyta iki Siol.

Ginamieji teiginiai

e Somatosensorinio tylos periodo metu motoriniai neuronai yra
slopinami;

e Somatosensoriniy jéjimy laikiné integracija vyksta ne dél motoriniy
neurony suzadinamumo kitimo;

e PrieSmotoriniy neurony aktyvumas padidé¢ja somatosensoriniy j&jimy
laikinés integracijos metu;

e Kriitininiai nugaros smegeny segmentai dalyvauja vidurinés kiino dalies

kasymosi reflekso generavime.



1. Literatiiros apZvalga

1.1. Judéjimas ir jo organizavimas

Jud¢jimas — tai viena 1§ gyvo organizmo savybiy. Jis yra gyvybiskai svarbus —
atlickamas tiek norint susirasti maisto ar partnerj dauginimuisi, tiek iSvengti
pavojy, pabégti nuo plésriiny. Daugelis judéjimo formy (€jimas, skridimas,
plaukimas, Sliauzimas ir t.t.) susideda 1§ ritmiSky besikartojanciy elementy
(Zingsnis, mostas ir t.t.) ir yra vadinami lokomocija. Be lokomocijos prie
ritmiSky judesiy priskiriamas kasymasis, kvépavimas, virSkinimas, ejakuliacija
ir panasiai (Marder and Bucher 2001, Guertin and Steuer 2009).

Daugiau nei prie§ Simtg mety tyr¢jai pastebejo, kad ritmiSkas judéjimas gali
biiti sukeliamas ir spinalizuotuose gyviinuose (Sherrington 1906, Brown 1911),
kuomet nugaros smegeny neurony tinklas atskiamas nuo galvos smegeny.
Spinalizacija parodo, kad ritmiSki judesiai generuojami ir koordinuojami
nugaros smegeny neurony tinkly ir jiems nebiitina aukS$tesniy smegeny
struktiiry kontrole.

Ritmiskas motorinis aktyvumas nugaros smegeny neurony tinkle teoriskai gali
biti organizuotas dviem bidais (Paveikslas 1.1.1). Pirmuoju atveju ritmiSki
judesiai organizuojami papras¢iausiu refleksy grandinés principu (Paveikslo
1.1.1 kair¢ pus¢). Aktyvavus vieng motoriniy neurony (MN) grupe yra
sutraukiami ty MN inervuojami raumenys. Susitraukus raumenims yra
aktyvuojami sensoriniai neuronai (SN). Aktyvavus SN, jie savo ruoStu
aktyvuoja tarpinius neuronus (IN) neurony tinkle. IN slopina prieSinga
(antagonisting) MN grupe. Tokiu biudu uztikrinama, kad duotuoju laiko
momentu aktyvi biina tik viena 1§ antagonistiniy MN grupiy. D¢l atitinkamy
priezas¢iy sumaze¢jus MN grupés aktyvumui, aktyvuojasi antagonistiné MN
grupé. Tai saglygoja, kad antagonistinés MN grupés yra aktyvios alternuojanciai
— ritmiSkas motorinis aktyvumas. RitmiSkumas pasiekimas antagonistiniy

grupiy tarpusavio slopinimu ir aferentinio grjztamojo rysio pagalba.
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Paveikslas 1.1.1 Ritmiskas aktyvumas gali biiti organizuojamas kaip refleksy
grandin¢ (kaire), arba vidinis centrinis paterno generatorius (desin¢). MN —
motorinis neuronas, IN — tarpinis neuronas, SN — sensorinis neuronas.
Adaptuota i§ (Marder and Bucher 2001).

Kitas biidas motoriniam ritmiSkumui pasiekti — vidinio neurony tinklo,
gebancio generuoti ritmiskumg, buvimas. Toks neurony tinklas turi gebéti
generuoti ritmiSkumg be aferentinio griZztamojo rysio. Toks neurony tinklas
buvo pavadintas centriniu paterno generatoriumi (central pattern generator)
arba CPG. CPG aktyvuoja antagonistinius MN, kurie savo ruostu aktyvuoja
raumeny grupes, alternuojanciai be sensoriniy grjztamyjy rySiy pagalbos
(Paveikslo 1.1.1 deSiné puse).

Paprasciausias budas paneigti pirmaja (refleksy lanko) hipoteze — paSalinti
griztamgj] aferentinj rySj. Eksperimentiskai tai buvo patvirtinta: ritmiski
judesiai iSlicka katés preparate (Brown 1911), o skérys sugeba generuoti
skridimg (Wilson 1961) po aferentinio grjztamojo rySio i§ raumeny pasalinimo.
Sie ankstyvyjuy tyrimy rezultatai parodo, kad ritmiskas antagonistiniy raumeny
valdymas uzprogramuotas nugaros smegeny neurony tinkly CPG. Dabar jau
neabejojama CPG egzistavimu — ritmiskas motorinis aktyvumas sukeliamas
daugelyje in vitro izoliuoty centrinés nervy sistemos (CNS) struktary.

Nors ir parodyta, kad nugaros smegeny neurony tinklai gali savaime generuoti
ritmiSka MN aktyvavima, sensoriniy j¢jimy vaidmuo lokomocijoje taip pat
didelis. Pavyzdziui, sensoriniai j¢jimai gali buti labai svarbiis judéjimo
inicijavimo metu — pradedant judesj svarbu zinoti kokioje padétyje yra galiing,
o Siam tikslui gali biiti naudojama informacija i§ proprioreceptoriy (Grillner

2003). Sensoriniai jéjimai lokomocijoje ir refleksuose — tai labai plati tema.
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Siame darbe bus apzvelgiama tik CNS neurony tinkly vaidmuo ritmisky

judesiy organizavime.

Judéjimo valdymo lygmenys
Judéjime galima iSskirti kelis valdymo/koordinavimo lygmenis (Stein 1997).

Pirmas lygmuo — tai koordinacija MN grupés viduje. Atliekant judesius
raumenys sutraukiami ne bet kaip, o aktyvuojant juos sudarancias raumenines
skaidulas tam tikra tvarka. Tai galima stebéti 1§ registruojamos
elektroneurogramos (ENG) aktyvumo. Pavyzdziui MN su mazos ir didelés
amplitudeés veikimo potencialais (VP) aktyvuojami ne vienu metu, o tam tikra
tvarka, kas suteikia ENG aktyvumui specifiska plitipsnio forma (Stein 2010).
Antras lygmuo — tai koordinacija tarp prieSingy (antagonistiniy) MN grupiy,
kurios jnervuoja sagnar] sulenkiancias (fleksoriai) ir sgnar] iStiesiancias
(ekstensoriai) raumeny grupes. Daugumoje ritmisky judesiy aktyvumas tarp
fleksoriy ir ekstensoriy alternuoja — jie yra aktyvus ne tuo paciu metu.
Antagonistiniy raumeny grupiy alternavimas — tai fundamentali ritmisky
judesiy savybe.

Trecias valdymo lygmuo — raumeny aktyvumo koordinacija tarp skirtingy
laisvés laipsniy (sgnariy) toje pacioje galtinéje. Pavyzdziui kelio fleksoriaus
aktyvavimas §launies fleksoriaus atzvilgiu. Sj valdymo lygmenj galima
iliustruoti 1.1.2 paveikslu, kuriame pavaizduotas skirtingy uzpakalinés galtinés

raumeny aktyvavimas katés Zingsnio metu.
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Paveikslas 1.1.2 Katés uzpakalinés galiinés raumeny aktyvavimas €jimo metu.
Santrumpos (TA, SOL, IP ir t.t.) Zymi uzpakaling galting valdancius raumenis.
Adaptuota i§ (Kandel, Schwartz et al. 2000).

Daugeliui lokomocijos tipy (pavyzdziui ¢jimas ar vidurinés kiino dalies
kasymosi refleksas) budinga tradiciné motoriniy grupiy sinergija — Vieno
sgnario ekstensoriai aktyviis su gretimo sgnario ekstensoriais (Mortin, Keifer et
al. 1985, Stein 1997). 1.1.2 paveiksle taip pat matome, kad skirtingus sgnarius
valdantys ekstensoriai yra aktyvis kojos mosto metu, o fleksoriai — kojos
pastatymo metu. Taciau yra lokomocijos tipy (pavyzdziui pédos purtymas
(Smith, Hoy et al. 1985), priekinés kiino dalies kasymosi refleksas (Mortin,
Keifer et al. 1985)) kurioms biidinga miSri sinergija — vieno sgnario
ekstensoriai aktyviis su gretimo sgnario fleksoriais. MiSrios sinergijos
pavyzdys gali buti ir kamuolio spyrimas, kai tuo paciu metu Slaunies sgnarys
yra lenkiamas, o kelio — tiesiamas.

Paskutinis valdymo lygmuo — tai motoriniy grupiy skirtingose galiinése
koordinacija. Yra lokomocijos tipy, pavyzdziui éjimas ar priekinés kiino dalies
kasymosi refleksas (Forssberg, Grillner et al. 1980, Stein, Victor et al. 1995),

kuriy metu tos pacios MN grupés (Slaunies fleksoriai) prieSingy pusiy galiinése
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alternuoja — nefaziné galiniy koordinacija. PrieSingy pusiy galiinés
aktyvuojamos (judinamos) ne tuo paciu metu, o prieSingai, alternuojanciai.
Taciau yra ir lokomocijos tipy, kaip Suoliavimas ar uZpakalinés kiino dalies
kasymosi reflekso epizodai (Forssberg, Grillner et al. 1980, Field and Stein
1997), kuriems biidingas faziné galiniy koordinacija — tos pac¢ios MN grupés
skirtingy pusiy galiinése aktyvios tuo paciu metu. To pasekoje prieSingy pusiy
galinés aktyvuojamos (judinamos) vienu metu. Puikus prieSingy galiiniy
koordinavimo pavyzdys yra keturkojy judéjimo galimybés: daugelis keturkojy
gali eiti (ir/arba bégti ristele), kai prieSingos galtinés aktyvuojamos nefaziSkai,

bet gali ir Suoliuoti, kai prieSingos galiinés aktyvuojamos faziskai.

RitmiSkumo atsiradimas: vidiniai osciliatoriai ar neurony tinklo
organizavimo pasekmé?
Yra placiai paplitusi nuomong, kad ritmiSkas nervy sistemos aktyvumas yra

organizuojamas mazy neurony grupiy, kurios pasiZymi netiesiniu VP seky
generavimu (Marder and Bucher 2001). Keli netiesiniai VP seky generavimo
pavyzdziai pateikti 1.1.3 paveiksle:

e Plitipsninis VP generavimas (vidiniai osciliatoriai) (Paveikslas 1.1.3 A);

e Plato potencialai (Paveikslas 1.1.3 B);

e Padid¢jes suzadinamumas po slopinimo (Paveikslas 1.1.3 C);

e VP daznio adaptacija (Paveikslas 1.1.3 D).
T >@
[
A B C D
]

Paveikslas 1.1.3 Itampos valdomy jony kanaly sroviy generuojami netiesiniai
neurony atsakai. Vidiniai osciliatoriai (A), plato potencialai (B), padidéjes

14



suzadinamumas po slopinimo (C) ir VP daznio adaptacija (D). Adaptuota 18
(Marder and Bucher 2001).

Toks netiesiSkas VP generavimas sukeliamas dé¢l jony sroviy neuronuose,
kurios generuojamos jtampos valdomy jony kanaly, bei Siy sroviy tarpusavio
sgveikos. Jony sroviy kombinacijos neurong gali paversti vidiniu osciliatoriumi
— tai neuronas, gebantis generuoti ritmiSkuma be iSorinio stimuliavimo. Viena
1§ galimybiy organizuoti tinklo ritmiska aktyvumg, tai ritmiSkumo valdyma
patikéti vidiniams osciliatoriams, kurie aktyvuoja/valdo kitus neuronus
(Paveikslas 1.1.4 A). Toks tinklo ritmiSkumo organizavimas bitidingas
zinduoliy kvépavima, bei véziagyviy virSkinamajj trakta valdantiems neurony
tinklams (Squire 2009). Bendra $iy neurony tinkly savybé ta, kad jie yra
aktyviis pastoviai. Galbiit tokiam neurony tinklo aktyvumui pasiekti puikiai

tinka 81 neurony tinklo organizavimo savybé.
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Paveikslas 1.1.4 Ritmo generavimas organizuojamas vidiniy osciliatriy (A)
arba neurony specifinio susijungimo (B). Adaptuota i$ (Squire 2009).

A

Sekantis biuidas pasiekti ritmiska neurony tinklo aktyvumag — per tarpusavio
ry$ius neurony tinkle (Paveikslas 1.1.4 B). Siuo atveju visas vaidmuo tenka
sinapséms. Vienas populiariausiy pavyzdziy — tai tarpusavio slopinimas. Viena
neurony grupé (fleksoriaus) toliau vadinamas moduliu aktyvuoja MN

(fleksorius) ir tuo paciu metu slopina antagonistinj modulj (ekstensoriaus), tuo
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apsaugodamas antagonistinius MN (ekstensorius) nuo aktyvavimo. Pirmgjam
moduliui nusilpus (nuovargis, adaptacija ar pan.) aktyvuojasi antrasis ir tokiu
budu pasiekiamas alternuojantis aktyvumas tarp antagonistiniy moduliy
(fleksoriy ir ekstensoriy). Nors manoma, kad ritmiSkam aktyvumui pasiekti
labai svarby vaidmen; atlieka antagonistiniy moduliy tarpusavio slopinimas
(Deliagina and Orlovsky 1980, Grillner 2003, Geertsen, Stecina et al. 2011),
taCiau yra jrodymu, kad ritmiSkumas gali biti pasiektas ir be jo (Whelan,
Bonnot et al. 2000). Tarpusavio slopinimas néra paneigiamas, bet ritmiskumas
galimas ir be jo. Gali buti, kad tarpusavio slopinimas ne uZtikrina moduliy
alternavima, o vaidina ,,saugiklio® vaidmenj — vienam moduliui esant aktyviam
antagonistinis yra slopinamas papildomai, kad bty apsisaugota nuo jo

aktyvavimosi.

Centrinio paterno generatoriaus modeliai
Kaip jau minéta, neurony tinklas gebantis generuoti ritmiSkg aktyvuma be

sensorinio griZztamojo ryS$io dar vadinamas centriniu paterno generatoriumi
arba CPG. CPG organizavimo aiSkinime iSrySkéja du modeliai — puscentriy
(half-center) ir ritmo generatoriaus moduliy (unit burst generator arba UBG)
modeliai (Stein 1997), bei jy modifikacijos (McCrea and Rybak 2008).
Puscentriy modelj pirmasis pasiilé Brown‘as (Brown 1914). Siam modeliui
biuidingi tokie aspektai (McCrea and Rybak 2008):

e Kiekviena galiiné kontroliuojama atskiro CPG;

e Kiekvienas CPG turi du modulius — puscentrius (fleksoriaus ir
ekstensoriaus), kurie tiesiogiai aktyvuoja MN;

e Puscentriai vienas kitg slopina — tarpusavio slopinimo principas.
Tarpusavio slopinimu yra uZztikrinama, kad tam tikru laiko momentu
aktyvus bina tik vienas puscentris;

e Nezinomas ,nuovargio“ mechanizmas mazina aktyvaus puscentrio

aktyvuma;
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e Puscentriy aktyvumo persijungimas jvyksta, kai aktyvaus puscentrio
suzadinamumas dé¢l ,,nuovargio* sumazéja iki tam tikros kritinés vertés,
o antagonistinis puscentris i8silaisvina nuo slopinima ir tampa aktyvus.

Puscentriai savaime néra ritmogeniski. Vienam i§ puscentriy esant neaktyviam,
kitas nepasizymés ritmiskumu, o bus tiesiog aktyvus tonigkai. Siame modelyje
ritmiSkumas pasiekiamas absoliuciai tarpusavio sinapsinio slopinimo déka.
Kita Sio modelio savybé, kad visi fleksoriai (skirtingy laisvés laipsniy —
sgnariy) yra sujungti 1 vieng puscentr] ir bina aktyviis vienu metu. Kitaip
sakant, $is modelis teigia, kad kelio fleksorius visada bus aktyvus su §launies ir
pédos fleksoriumi — pasiZzymés tradicine sinergija. Taigi puscentriy modelis
gali paaiSkinti ¢éjimag (tradiciné sinergija), bet ne pédos purtymg (miSri
sinergija).
Kitas modelis buvo pasiiilytas Grillner‘io — UBG modelis (Grillner and
Wallen 1985). Sis modelis ne priestaraujantis puscentriy modeliui, o yra labiau
jo iSplétimas. Pagrindinis skirtumas nuo puscentriy modelio yra tai, kad UBG
modelis susideda ne i$ dviejy, bet daugiau sudedamyjy daliy — moduliy. UBG
modelyje yra bent du moduliai kiekvienam laisvés laipsniui. Sis modelis jau
gali paaiSkinti misrios sinergijos fenomeng (pédos purtyma, priekinés kiino
dalies kasymosi refleksg), nes fleksoriai ir ekstensoriai kiekvienam laisves
laipsniui yra nepriklausomi. Be to Siame modelyje UBG moduliai yra patys
ritmiskai aktyvis.
Abiejuose aptartuose modeliuose juos sudarantys moduliai yra vienpusiai —
prieSingos pusés (kairés ir deSinés) sudarytos i§ atskiry CPG ir juos sudaranciy
moduliy. Tac¢iau yra tyrimy rodanciy, kad prieSingy pusiy galiines valdantys
moduliai yra tampriai susij¢. PavyzdZiui normaliam vienos pusés kasymosi
refleksui generuoti reikalingas ir neurony tinklas esantis priesingoje nugaros
smegeny puséje (Stein, Victor et al. 1995). Stein‘as siiilo, kad prieSingy pusiy
galiines valdantis neurony tinklas turi bendrg Serdj — neurony grupe, kuri valdo
tiek kairés, tiek desinés gallinés aktyvuma (Stein 1997).
Sekantis svarbus CPG aspektas buvo pasitilytas McCrea ir kolegy (McCrea and
Rybak 2008). Jis teigia, kad CPG sudarytas i§ dviejy sluoksniy: ritmo
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generavimo (RG) ir paterno formavimo (PF) tinkly. RG tinklas valdo PF
tinkla, o PF tinklas projektuojasi § MN ir juos valdo. RG tinklo organizacija
panasi 1 puscentriy, kurie aptarti aukS¢iau. Be to RG tinklas pasizymi dideliu
ritmogeniSkumu ir formuoja ritma — tai tarsi laikrodis, o PF tinklas yra maziau
ritmogenisSkas ir formuoja motorinio atsako paterng. Pagrindiné dvisluoksnio
CPG atsiradimo priezastis buvo ta, kad viensluoksniame CPG keiCiant
puscentrio suzadinamumg kei¢iamas ritmas ir MN aktyvumas Kkartu.
Dvisluoksniame CPG ritmas (per RG tinklg) ir MN aktyvumas (per PF tinklg)
gali buti valdomi nepriklausomai (McCrea and Rybak 2008).

CPG lokalizacija
CPG — tai neurony tinklas gebantis generuoti ritmiskus aktyvumus be

sensorinio grjztamojo rySio. Tiriant CPG maZuose neurony tinkluose (pvz.
véziagyviy nervin¢ sistema valdanti virS§kinimg), kur neurony kiekis siekia
kelias deSimtis, galima nesunkiai nustatyti kiekvieno neurono svarbg ritmo
generavime (plaCiau apie tai aptarsime 1.2. skyriuje). Susiduriama su
problema, kai norima nustatyti CPG dideliuose neurony tinkluose, pavyzdziui
stuburiniy gyviiny.

Dazniausiai tokie tyrimai siekia nustatyti minimaly CPG (Mortin and Stein
1989, Cazalets, Borde et al. 1995, Ballion, Morin et al. 2001, Cangiano and
Grillner 2003, Cangiano, Hill et al. 2012). Tyrimy metu mazinamas neurony
tinklas ir stebima ar vis dar sukeliamas ritmiSkas atsakas j tam tikrg stimulg.
Neurony tinkly redukcijos tyrimais nustatyta, kad CPG, valdantis uzpakaliniy
galiiniy ritmiska jud¢jima, yra iSsidéstgs priekingje strény srities iSplatéjimo
dalyje (Mortin and Stein 1989, Cazalets, Borde et al. 1995). CPG valdantis
priekines galiines iSsidéstgs kaudalinéje kaklinio nugaros smegeny iSplatéjimo
dalyje (Ballion, Morin et al. 2001).

Siy tyrimy pasekoje parodoma kur issidéstes minimalus CPG arba svarbiausi

CPG elementai, bet prarandama informacija apie realy CPG erdvinj iSplitima.

18



Modelinés sistemos CPG tyrimams
Pirmieji judéjimo ir CPG tyrimai buvo vykdomi zinduoliuose — katése ir

Sunyse (Sherrington 1906, Brown 1911, Brown 1914). Pastaruoju metu Sie
gyvinai tyrimams naudojami itin retai, dél sudétingos eksperimenty metodikos
ir itin didelés jy kainos.

Kita CPG tyrimy sritis apima bestuburius organizmus — skérys, délé,
véziagyviai ir t.t. Bestuburiai organizmai yra itin patrauklis CPG tyrimams,
nes neuroninis tinklas generuojantis ritmisSkg aktyvumg turi mazai neurony,
neuronai daznai buina dideli, o nervinés lastelés islicka gyvybingos ir in vitro.
Trumpai galima paminéti Siuos CPG aspektus Zinomus 1§ bestuburiy tyrimy

(Grillner 2003):

e Neuronai su antagonistinémis funkcijomis sujungti tarpusavio slopinimo
rysiais;

e Neuronai su agonistinémis funkcijomis vienas kitg Zadina arba yra
sujungti plySinémis jungtimis;

e CPG budingi vidiniai osciliatoriai arba neuronai su plato potencialais;

e Pliiipsnio pabaiga nulemia VP daZnio adaptacija, kuri vyksta dél Ca®*
valdomy K" kanaly aktyvavimo;

e Neurono ar jy grupés aktyvumo padidéjimas po slopinimo yra svarbus

pliipsnio pradZiai. Jis gali biiti generuojamas dél T-tipo Ca®* srovés

arba dél hiperpoliarizacijos aktyvuojamos katijony sovés (Iy,).
I sekancig grupe gali buti iSskiriami besivystantys organizmai — grauZzikai,
buozgalvis ir zebrazuvé. Itin placiai tiriamas ziurkiy (Cazalets, Sqalli-
Houssaini et al. 1992, Cazalets, Borde et al. 1995, Kiehn and Kjaerulff 1996,
Kiehn and Kjaerulff 1998), o pastaruoju metu ir peliy (Whelan, Bonnot et al.
2000, Kiehn 2011) nugaros smegeny neurony tinklas naujagimiuose
gyviinuose. Si modeliné sistema pasirinkta todél, kad naujagimiy organizmy
nugaros smegeny neurony tinklai iSlieka gyvybingi in vitro (dél mazos aksony
mielinizacijos) (Clarac, Pearlstein et al. 2004). Po gimimo neurony tinklai ir jy
veikimo principai stipriai keiciasi (Grillner 1999). Pavyzdziui vystantis
embrionui keic¢iasi motoriniy grupiy aktyvacija viena kitos atzvilgiu. Pradzioje

sukélus motorinj neurony tinklo aktyvumga visi motoriniai nervai aktyviis vienu
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metu, o brestant atsiranda alternacija tarp skirtingy nugaros smegeny pusiy, o
véliau ir tarp puscentriy — fleksoriaus/ekstensoriaus (Clarac, Pearlstein et al.
2004). Rezultatus gautus tiriant naujagimius organizmus taikyti suaugusiems
organizmams reikéty su atsargumu. Patys tyréjai tai jvardija kaip didelj
privalumg — atsiranda galimybé tirti ir neurony tinkly vystymasi.

Naujagimes Ziurkeés/pelés preparate tyréjai lokomocija daZniausiai sukelia
farmakologiSkai — | ekstralgsteling terpe pridedant neurotransmiteriy
(dazniausiai naudojamas dopamino ir NMDA (N-metyl D-aspartato) misinys
(Clarac, Pearlstein et al. 2004)). Priklausomai nuo naudojamo preparato
modifikacijos, neurotransmiteriy panaudojimas sukelia galiiniy raumeny
susitraukimus (Kiehn and Kjaerulff 1996) arba ENG aktyvumus pilviniuose
nugaros smegeny nervuose (Cazalets, Sqalli-Houssaini et al. 1992). Remiantis
Siais tyrimais manoma, kad nugaros smegeny neurony tinklas turi 3 CPG:
priekiniy ir uzpakaliniy galtiniy, bei uodegos (Clarac, Pearlstein et al. 2004)
(Paveikslas 1.1.5).
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Paveikslas 1.1.5 Neurony tinklo ritmiSkumai generuojami priekiniy (A),
uzpakaliniy galtiniy (B) ir uodegos (C) CPG naujagimiy grauziky nugaros
smegenyse. Adaptuota i§ (Clarac, Pearlstein et al. 2004).

Lokomocijos  sukélimo  metodikos  naudojimas  Siame  preparate
(neurotranmiteriy prid¢jimas ] ekstralgsteling terpe) yra diskutuotinas. Yra
zinoma, kad toks nespecifinis neurotransmiteriy pridéjimas gali sukelti vidines
MN osciliacijas be jokio sinapsinio perdavimo (Guertin and Hounsgaard 1998,
Manuel, Li et al. 2012). Be to Siame vystymosi periode neuronai yra sujungti

elektrinémis sinapsémis (Clarac, Pearlstein et al. 2004). Todél ventraliniy
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Sakeliy plitipsniniai aktyvumai gali atspindéti ne lokomocija, o tiesiog neurony
grupiy osciliacijas dél neurotransmiteriy sgveikos Siuose neuronuose.

Verta paminéti ir Zemesniyjy stuburiniy tyrimus, o konkreciau tyrimus
naudojant négés preparatg (Grillner, Parker et al. 1998, Grillner 1999). Jis taip
pat pasirinktas dél in vitro tyrimy galimybeés. Siame preparate lokomocija gali
buti sukeliama elektriSkai stimuliuojant smegeny kamiene esantj lokomotorinj
centrg — MLR (mesoencefalinis lokomocijos regionas, mesencephalic
locomotor region) (Sirota, Di Prisco et al. 2000). Négés nugaros smegeny CPG

galima schematizuoti 1.1.6 paveikslu (Grillner 2003).

Paveikslas 1.1.6 Négés nugaros smegeny CPG. E — Zadinantys neuronai, I —
slopinantys neuronai, M — motoriniai neuronai. Adaptuota i$ (Grillner 2003).

Négés nugaros smegeny neurony tinklas gali biiti dalinamas j dvi prieSingas
puses, kuriy kiekviena pus¢ turi glutamaterginius (zZadinanc¢ius ,,E) ir
glicinerginius (slopinancius ,,I*) neuronus. Vienos nugaros smegeny pusés ,,E*
neuronai Zadina: vienas kitg, tos pacios pusés motorinius ,,M* neuronus ir tos
pacios pusés ,I¢ neuronus. ,I“ neuronai savo ruoStu projektuojasi i
kontralateraling nugaros smegeny CPG pusg ir jg slopina. Manoma, kad plato
potencialai (generuojami aktyvavus NMDA receptorius) nulemia ilgg, pastovy
neurony aktyvuma (plifipsnj), o plilipsnio pabaiga yra nulemta VP daznio
adaptacijos, kuria sukelia Ca®* valdomi K* kanalai (Grillner 2003).

Vienintelis §ios modelinés sistemos trikumas — judéjimo organizavimas.
Dvikojai (ir keturkojai) juda ritmiSkais ir koordinuotais galtiniy judesiais, o

négé¢ (ir kitos zuvys, bei gyvatés) varomaja jéga sukuria judindami
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(banguodami) visg savo kiing (Cazalets and Bertrand 2000). Négei reikia
aktyvuoti alternuojanciai raumenis valdancius skirtingas kiino puses (vienas
laisvés laipsnis), o gyviinai su galinémis turi aktyvuoti alternuojanciai
raumenis kiekvienam galtinés sgnariui, bei kiekvienai galtinei atskirai (daug
laisveés laipsniy). Be to gyviinams su galinémis neuZtenka koordinuoti tik
galiniy aktyvavimg, reikalinga ir liemens (aSinius) raumeny aktyvacija
pusiausvyros palaikymui (Cazalets and Bertrand 2000).

Sekanc¢iuose dviejuose skyriuose placiau bus aptariamos dvi modelinés
sistemos naudojamos CPG tyrimams: véziagyviy nerviné sistema valdanti

virSkinimg ir vézlio nugaros smegeny neurony tinklas.
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1.2. STNS (stomatogastric nervous system)
Siame skyriuje bus apZzvelgta viena labiausiai istirty CPG modeliniy sistemy —

véziagyviy nerviné sistema valdanti vir§kinimg (Stomatogastric nervous system
(STNS)).

Anatomija
Tyrimams dazniausia naudojama omary (Paveikslas 1.2.1) ir kraby STNS

(Marder and Bucher 2007).

B sidis
. Skrandis

Nervy sistema
Zamynas

Paveikslas 1.2.1 Omaro vidinés sandaros schematinis vaizdas su pazyméta
Sirdimi (raudona), skrandziu (zalia), STNS (oranzin¢) ir zarnynu (pilka). STG
— stomatogastrinis ganglijas (stomatogastric ganglion), CoG — jungtinis
ganglijas (commissural ganglion). Adaptuota i$ (Marder and Bucher 2007).

STNS savybés, dél kuriy ji pasirinkta kaip modeliné sistema CPG tyrimams

(Marder and Bucher 2007):

e ISpreparavus STNS ir patalpinus ] fiziologinj tirpala, ji generuoja fiktyvias
motorines programas (motoriniy nervy aktyvumus). Sios motorinés
programos atitinka uzregistruotas in vivo;

e STNS neuronai lengvai identifikuojami ir jy anatomija tarp preparaty
nekinta;

e Galima vidulasteliné neurony registracija, kuri leidzia stebéti ne tik VP bet

ir po-sinapsinius potencialus;
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e Galima registruoti keleta neurony vienu metu (tipiskai registruojama 4
vidulasteliniu ir 8-12 ektralgsteliniu biidu);

e Galima iSpreparuoti atskiras Igsteles molekuliniams tyrimams;

e In vitro preparatai iSlieka stabilis net iki savaités (Luther, Robie et al.
2003).

SNTS schematinis vaizdas pateiktas 1.2.2 paveiksle.

CoG ([ als) E|CoG

3

Paveikslas 1.2.2 STNS sandara. Ji sudaryta i§ keturiy ganglijy sujungty
tarpusavyje: dviejy CoG (commissural ganglia), OG (esophageal ganglion) ir
STG (stomatogastric ganglion). Adaptuota i§ (Nusbaum and Beenhakker
2002).

SNTS sudaro 4 ganglijai: du CoG (commissural ganglia), OG (oesophageal
ganglion) ir STG (somatogastrinis ganglijas, stomatogastric ganglion).
Kiekvienas CoG turi apie 550, OG — apie 15, o0 STG — apie 30 neurony
(skirtingoms risims galimi skirtumai) (Nusbaum and Beenhakker 2002,
Marder and Bucher 2007).

Ritmai generuojami CPG
SNTS generuoja skirtingus motorinius ritmus: rijimg (0esophagus), maisto

laikyma (cardiac sac), kramtymga (gastric mill) ir sukramtyto maisto filtravimag
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(prievarcio, pylorus) (Nusbaum and Beenhakker 2002). Labiausiai iStirti yra
kramtymas ir prievarcio ritmai.

Kramtymas — tai dviejy lateraliniy ir vieno vidurinio danties esanciy skrandzio
viduje aktyvavimas/valdymas. Kramtymo ritmg generuojantis tinklas neturi
vidiniy osciliatoriy. Ritmo organizavimas apsprestas abipusiu (reciprocal)
sinapsiniu  slopinimu tarp tinklo neurony, bei sgveikos su projekciniais
neuronais (Marder and Bucher 2007). Kramtymo ritmas gana nereguliarus, o jo
periodas vidutiniskai trunka 8-20 sekundziy (Marder and Bucher 2007).
Prievarcio ritmas — tai trifazis ritmiskas motorinis aktyvumas, kuris organizme
vyksta nuolatos. Jo periodas 1-2 sekundés (Marder and Bucher 2007) ir
valdomas 14 neurony esanc¢iy STG (Harris-Warrick, Johnson et al. 1998).

Tipinis prievarcio ritmas pavaizduotas Paveiksle 1.2.3.

vt N X M

10 mV
VIV AN A b

Paveikslas 1.2.3 STNS prievarcio ritmas. Piliorinio ritmo CPG anatomija
(kairéje) ir ji sudaran¢iy neurony aktyvumai (desiné). Adaptuota is (Marder
and Bucher 2007).

STNS prievarcio ritmas susideda i§ VP plitpsnio PD (pyloric dilator) neurone,
po jo seka VP plitpsnis LP (lateral pyloric) neurone ir VP plitipsnis PY
(pyloric) neurone, t.y. PD — LP — PY (Marder and Bucher 2007). AB
(anterior burster) neuronas elektrinémis sinapsémis sujungtas su PD neuronu
ir yra aktyvus tuo paciu metu kaip ir PD neuronas.

AB neuronas yra vidinis osciliatorius — generuoja ritmiska aktyvuma be
iSorinio aktyvavimo. Kadangi AB neuronas yra sujungtas elektrinémis
sinapsémis su PD neuronu, tai AB ir PD neuronai suformuoja ritmo

generavimo sistema (Marder and Bucher 2007). Sie neuronai slopina LP ir PY
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neuronus ir nulemia, kad jy aktyvumas alternuoja su PD neuronu. LP neuronas
pirmasis ,,iSsilaisvina“ nuo slopinimo ir savo aktyvumu papildomai slopina PY
neurong, bei pradeda slopinti PD neurong. PY neuronui ,,i$silaisvinus® nuo
slopinimo, jis slopina LP neurong. Apibendrinant: ritmas uztikrinamas AB
neurono vidiniy savybiy, sukelian¢iy neurono ritmiskg aktyvuma, o skirtingy
neurony aktyvumo koordinavimas — dél neurony tarpusavio slopinimo ir
,,i8silaisvinimo* nuo slopinimo (Marder and Bucher 2007). Bitina atkreipti
démes] ] tai, kad Siame tinkle visos sinapsés yra slopinancios, o neurony

zadinimas vyksta 1§ kity ganglijy.

Neuromoduliacija
Bene svarbiausias SNTS ganglijas yra STG, nes jis jnervuoja raumenis

sukelianc¢ius virskinimo judesius, bei turi neuronus generuojancius gastric mill
ir piliorinj ritmus. Kitaip tariant, STG yra ritmogeniSkiausias. Nustatyta, kad
STG yra stipriai moduliuojamas. STG moduliacija vyksta per CoG ir OG
ganglijy neuronus, kurie projektuojasi j STG ir i$skirdami neurotransmiterius
moduliuoja ganglijo generuojamg ritmg (Marder and Bucher 2007). Taip pat
nustatyta, kad STG ritmo neuromoduliacija vyksta per sensorinius neuronus ir
neurosekrecijg iSskiriant neuromoduliatorius j hemolimfa (Paveikslas 1.2.4)

(Marder and Bucher 2001).
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Projekciniy neurony
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Paveikslas 1.2.4 Galimi STG moduliacijos keliai: endokrininis arba per
projekcinius (CoC ir OG) ir sensorinius neuronus. Santrumpos parodo Zinomo
neurotransmiterio/moduliatoriaus pavadinimg kuris kei¢ia STG aktyvuma.
Adaptuota i (Marder and Bucher 2001).

IS paveikslo 1.2.4 matome, kad nedidelis kiekis STG neurony gali buti

moduliuojami skirtingais neuromoduliatiriais. Tokia neuromouliacijos jvairove

parodo galimg jos svarba. Greiiausiai tokios neuromoduliacijos gausos reikia

pasiekti neurony tinklo plastiSkuma, turint maza kiekj neurony.

Keli STG neuromoduliacijos aspektai:

e Kiekvienas STG tinklo neuronas gali biiti moduliuojamas (Flamm and
Harris-Warrick 1986, Swensen, Golowasch et al. 2000);

e Tas pats jony kanalas gali buti veikiamas skirtingy neuromoduliatoriy
(Swensen and Marder 2000);

e Tas pats neuromoduliatorius aktyvina/blokuoja skirtingus jony kanalus
tame pac¢iame neurone (Harris-Warrick, Johnson et al. 1998);

e Tas pats neuromoduliatorius ta pacig jony srove gali veikti prieSingai
(slopinti/stiprinti) skirtinguose neuronuose (Harris-Warrick, Johnson et al.
1998);
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e Kiekviena STG tinklo sinapsé gali biiti moduliuojama (Johnson, Peck et al.
1995, Harris-Warrick, Johnson et al. 1998);

e Skirtingos sinapsés gali biiti veikiamos prieSingai (stiprinamos/slopinamos)
to paties neuromoduliatoriaus (Johnson, Peck et al. 1995, Harris-Warrick,
Johnson et al. 1998).

Kaip pavyzdys gali biiti dopamino poveikis STG neuronams (Paveikslas 1.2.5).

Parodyta, kad tas pats neuromoduliatorius veikia jvairius taikinius (joninius

kanalus) skirtinguose neuronuose.
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Paveikslas 1.2.5 Dopamino poveikis pilioronio tinklo neurony jony srovéms.
Skirtingi neuronai pazyméti sekanciai: AB (anterior burster), PD (pyloric
dilator), LP (lateral pyloric), PY (pyloric), VD (ventricular dilator), IC
(inferior cardiac). lca, la, Iy ir t.t. Zymi atitinkamas jony sroves. Zalios
rodyklés rodo dopamino Zadinantj poveikj, o raudonos — slopinantj. Adaptuota
i§ (Marder and Bucher 2007).

Pazymétina, kad dopaminas tg pacig jony srove (pvz. Ic,) vienuose neuronuose
(LP, PY, IC) aktyvina, o kituose (AB, PD, VD) slopina.
Dopaminas taip pat keiCia ir sinapsinj perdavimg tarp lasteliy. Dopaminas gali

tiek stiprinti, tiek slopinti sinapsinj perdavimg tarp neurony (Paveikslas 1.2.6).
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Paveikslas 1.2.6 Sinapsinio perdavimo (kair¢) pasikeitimas (deSin¢) po
dopamino neuromoduliacijos. Adaptuota i§ (Johnson, Peck et al. 1995).

Neuromoduliacijos mechanizmas dar labiau sudétingéja, nes daugelis neurony
turi daugiau nei vieng neurotransmiterj — ko-transmisija (Nusbaum, Blitz et al.
2001, Marder and Bucher 2007).

Homeostazé ir individualus skirtumai
Kaip jau minéta praeitame skyriuje STG yra stipriai aktyvuojamas

neuromoduliatoriy 1§ kity ganglijy. Izoliavus STG dingsta prievar€io ritmas.
Jeigu in vitro preparatas iSlaikomas gyvybingu keletg dieny — prievarcio ritmas
pradeda atsistatyti (Paveikslas 1.2.7) (Thoby-Brisson and Simmers 2002,
Luther, Robie et al. 2003).
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Paveikslas 1.2.7 Piliorinio ritmo atsistatymas. Prievarcio ritmas (kairéje)
daznai dingsta izoliavus STG (vidurys). Po keliy dieny prievarcio ritmas
pradeda atsistatyti (deSiné). Adaptuota i§ (Thoby-Brisson and Simmers 2002).

Parodyta, kad po STG izoliacijos keic¢iasi PD neurony jony srovés, jy stiprumai
(Thoby-Brisson and Simmers 2002). Pasikeitus PD neurony jony sroviy
stiprumams, padidéja jy suzadinamumas (Marder and Bucher 2007). Manoma,
kad tai ir nulemia ritmo atsistatyma po STG izoliacijos.

Sekantis homeostazés pavyzdys parodytas, kai j STG neuronus suleidziama
RNR, kuri koduoja baltyma formujantj joninj kanala, kuris generuoja A tipo K*
srove (In). Po RNR injekcijos, ln srové neuronuose Zzenkliai padidéja
(MacLean, Zhang et al. 2003). Nepaisant $ios srovés padidé¢jimo, STG
generuojamas ritmas nepasikeicia. Rezultatas buvo netikétas, nes yra Zinoma,
kad 15 srovés blokavimas zenkliai kei¢ia STG generuojama ritma (Tierney and
Harris-Warrick  1992). STG ritmo nepasikeitimas buvo sglygotas
kompensacinio mechanizmo. Did¢jant I, srovei lygiagreciai padidéjo ir kita
jony srové (hiperpoliarizacijos aktyvuojama srové arba I,) (MacLean, Zhang et
al. 2003). Padidéjusi I, srové elektrofiziologiskai kompensuoja I srove, todél
poky¢io STG ritme nesimato. Siuo pavyzdZiu parodoma, kaip vienos srovés
pokytis kompensuojamas kitos srovés pasikeitimu tam, kad nesutrikty neurony
tinklo veikla.

Sekantis neurony tinkly aspektas parodytas tiriant STG individualius
skirtumas. Matematiskai buvo modeliuojamas STG ritmas. Modelis buvo

kuriamas 1§ trijy neurony (AB/PD, LP ir PY) sujungty sinapsiniais rySiais
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(Prinz, Bucher et al. 2004). Modeliavimo metu buvo parenkamos vidinés
neurony savybeés ir sinapsiniy jung¢iy stiprumai taip, kad sugeneruoti tipiska
STG ritmg (a ir b Paveksle 1.2.8). Modeliavimo pasekoje pastebéta, kad toks
pat STG ritmas gali biti sukeliamas parinkus skirtingas vidiniy neurony

savybiy ir sinapsiniy jung¢iy stiprumy kombinacijas (c ir d Paveksle 1.2.8).
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Paveikslas 1.2.8 Individualiy skirtumy pavyzdys. Kokybiskai panasus CPG
ritmas (a ir b) sukeliamas skirtingais keliais — parinkus skirtingus

membraninius ir sinapsinius laidumus (c ir d). Adaptuota i§ (Prinz, Bucher et
al. 2004).

Paveikslo 1.2.8 ¢ ir d dalyse matome, kad tiek vidinés neurony savybés tiek
sinapsiniai stiprumai tarp S§iy pavyzdZiy Zenkliai skiriasi. Nepaisant S$iy
skirtumy, kokybiSkai panasus STG ritmas sukeliamas abiem atvejais (a ir b
Paveksle 1.2.8). Sis pavyzdys parodo, kad atskiros sudedamosios neurony
tinklo dalys generuojant ritma neturi buti labai grieztos, jos gali atitinkamai

varijuoti. Labiau svarbi yra S§iy sudedamyjy daliy kombinacija. Pasikeitus
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vienam parametrui, jis gali biiti kompensuojamas kei€iant sekantj parametra, o
rezultatas (ritmas) nesikeicia.

Be to Sis pavyzdys atskleidZia bendrg problemg eksperimentiniuose tyrimuose.
Daznai tyr¢jai priima, kad tiriamas parametras tarp organizmy/individy
nekinta, ar kinta labai neZymiai. Taciau §is modeliavimo pavyzdys parodo, kad
tam tikras parametras gali radikaliai skirtis tarp individy, bet iSoriskai individo
elgsena nekinta. Vieno parametro pokytis tiesiog kompensuojamas kity

parametry pokyciais.
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1.3. Vézlio nugaros smegeny neurony tinklas
Suauges vézlys, kaip modeliné sistema nugaros smegeny tyrimuose pasirinktas

del keliy priezas€iy. Viena i§ priezasCiy — tai galimybé tirti nugaros smegeny
neurony tinklg izoliuotai, nepriklausomai nuo auks$tesniy smegeny centry.
Spinalizuotiems gyvinams galima aktyvuoti skirtingas motorines programas,
kurios organizuojamos nugaros smegeny neurony tinklo lygmenyje. Taip pat
vézlio Sarvas suteikia mechaninj stabilumg — nugaros smegenys minimaliai
juda judant galinéms. Daugiausia vézlio nugaros smegeny neurony tinkly
tyrimy atliko prof. Paul Stein ir jo kolegos. Jie dazniausia naudodavo in vivo
spinalizuotus vézlio preparatus tirti nugaros smegeny neurony tinklus
valdancius uzpakalines galtines.

Kita priezastis naudoti vézlj kaip modeling sistemg — galimybé atlikti in vitro
tyrimus, nes vézlio nervy sistema itin atspari anoksijai (deguonies trikumui).
Dél nervinio audinio atsparumo anoksijai, galima izoliuoti ir tirti net suaugusio
gyviino nugaros smegenis ar jy fragmentus. Izoliavus vézlio CNS
komponentus ir tinkamai juos apriipinant maistinémis medziagomis, jie islicka
gyvybingi iki keliy dieny. Prof. Jorn Hounsgaard laboratorijoje ilgg laikg buvo
vykdomi elektrofiziologiniai nugaros smegeny neurony tyrimai riekelése. Iki
Siol néra rutiniSkai naudojamos nugaros smegeny riekelés 1§ suaugusiy
zinduoliy, nes jy nugaros smegeny audinys labai neatsparus anoksijai.
OptimistiSkai nuteikia pastaraisiais metais pasirod¢ tyrimai, kuriuose tyréjai
sugebéjo izoliuoti ir iSlaikyti gyvybingas suaugusiy peliy nugaros smegeny
riekeles (Husch, Cramer et al. 2011, Husch, Van Patten et al. 2012). Ateityje
Sios metodikos galéty biiti pritaikytos ir kitose laboratorijose, kas leisty tirti
zinduoliy nugaros smegeny neuronus in Vitro.

Pries deSimtmetj prof. Jorn Hounsgaard laboratorijoje pradétas naudoti nugaros
smegeny-Sarvo preparatas. Sio preparato privalumas — palickama nepaZeista
nugaros smegeny tinklo dalis, kuri sugeba generuoti funkcionaly aktyvuma
(kasymosi refleksg) i natiiraly dirgikli (taktilinis Sarvo stimuliavimas).
Naudojant §j in vitro preparata atsirado galimybé tirti ne tik atskirus neuronus,

bet ir paties neurony tinklo savybes.
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Vézlio nugaros smegeny anatomija
Vézlio nugaros smegenys sudarytos i§ 8-9 kakliniy (cervical, C1-C8), 10

kratininiy/nugariniy (dorsal, D1-D10), 2 kryzmeniniy (sacral, S1-S2) ir apie
16 uodeginiy (caudal, Cal-Cal6) nugaros smegeny segmenty (Paveikslas
1.3.1) (Gans, Northcutt et al. 1979). Nugarinius smegeny segmentus dengiantis
kaulas (stuburas) yra suauges su vézlio kiautu ir yra visiSkai nepaslankus. Kitus

segmentus dengiantys kaulai néra suauge su Sarvu.
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Paveikslas 1.3.1 Vézlio centrinés nervy sistemos sandara. Skaiciai Zymi
nugaros smegeny segmento eilés numerj, skai¢iuojant nuo kaklinés dalies. ,,1*
atitinka pirmajj kaklinj C1 segments, ,,10* — pirmajj nugarinj D1 segmenta, o

,,20° pirmajj kryZzmeninj S1 segmentg. Adaptuota i$ (Gans, Northcutt et al.
1979).

Paveiksle 1.3.1 matome, kad véZlio nugaros smegenyse yra du iSplatéjimai —
kaklinis ir strény srities. Juose yra iSsidést¢ MN valdantys atitinkamai
priekinés ir uZpakalines gyviino galtines. Kadangi vézlys neturi raumeny
kriitinin¢je dalyje, todé¢l kriitininiuose nugaros smegeny segmentuose néra ir

MN. Manoma, kad Siuose segmentuose iSsidést¢ prieSganglijiniai
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(autonominés nervy sistemos) ir sensoriniai neuronai (Nieuwenhuys,
Donkelaar et al. 1998).

Parodyta, kad kaklinis 1ir strény srities iSplat¢jimai yra sujungti ilgais
propriospinaliniais rySiais (Kusuma and ten Donkelaar 1980). Sie
propriospinaliniai rysiai yra tiek kylantys, tiek besileidZiantys ir dazniausiai jy
terminalés yra kontralateralingje (prieSingoje) nugaros smegeny pus¢je. Taip
pat parodyta, kad strény srities iSplatéjimo neuronai jnervuoja kriitininius
nugaros smegeny segmentus (Kusuma and ten Donkelaar 1980).

MN inervuojantys uzpakalines galiines iSsidéste strény srities iSplatéjime — D8-
S2 nugaros smegeny segmentuose (Ruigrok and Crowe 1984). Atskiros MN
grupés nera iSsidésCiusios tolygiai. Pavyzdziui, MN jnervuojantys Slaunies
fleksoriy (HF) iSsidéste priekinéje iSplatéjimo dalyje (D8-9 segmentai), o
antagonistiniai MN nervuojantys Slaunies ekstensoriy (HE) — iSplite visame
strény srities iSplatéjime (Ruigrok and Crowe 1984). Todél norint registruoti
HF MN elektrodas jvedamas j D8-9 segmentus, o jei norima registruoti HE
MN tikslinga elektroda jvedinéti kaudaliau, ; D10-S2 nugaros smegeny
segmentus.

Tiriant uzpakaliniy galiiniy neurony tinklg, kuris generuoja ritmiskus
motorinius atsakaus (CPG), nustatyta, kad svarbiausi jo elementai i$sidéste D7-
D10 nugaros smegeny segmentuose (Mortin and Stein 1989).

Uzpakalinés vézlio kiino dalies motoriniy ir sensoriniy nervy iSsidéstymas

pavaizduotas 1.3.2 paveiksle (Mortin and Stein 1990).
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Paveikslas 1.3.2 UZpakalinés véZlio kiino dalies sensoriniai nervai (kair¢) ir
uzpakaling galiine, bei kiSene jnervuojantys motoriniai nervai (desing).
Adaptuota i (Mortin and Stein 1990).

Siame darbe buvo registruojamas motorinis nervas jnervuojantis §launies
lenkiamagjj raumenj (fleksoriy) — VP-HF (Paveikslas 1.3.2), kuris toliau
vadinamas tiesiog HF (hip flexor). Antagonistinj raumenj, §launies ekstensoriy,
inervuoja HR-KF (arba tiesiog HE) motorinis nervas. 1.3.2 paveiksle
pavaizduoti D6 ir D7 motoriniai nervai jnervuoja kiSen¢ aplink uzpakaling
galiing, kurios pagalba vézlys kvépuoja, o AM-KE, FT-KE, IT-KE yra

motoriniai nervai jnervuojantys kelio ekstensorius (Mortin and Stein 1990).

VéZzlio motorinés programos
Vézlio nugaros smegeny neurony tinklai gali generuoti keleta skirtingy

motoriniy programy: ¢&jima, plaukima, plaukimg atgal, galiinés atitraukimo
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refleksg ir skirtingy kiino daliy (priekinés, vidurinés ir uzpakalinés) kasymosi
refleksus (Stein 2005). Taip pat vézlys plaukimo metu gali suktis — viena
galiine vykdydamas plaukimg 1 prieki, o prieSinga galiine vykdydamas
plaukima atgal (Lennard and Stein 1977).

Motorinés programos véZzlyje gali buti tirlamos registruojant raumeny
aktyvumag — elektromiogramg (Lennard and Stein 1977, Mortin, Keifer et al.
1985). Kitais atvejais (dauguma prof. Paul Stein tyrimy) vézlys yra
imobilizuojamas panaudojus nervo-raumens sinapsiy blokatorius (Robertson,
Mortin et al. 1985) arba tiesiog izoliavus nervy sistema naudojant in vitro
preparatus (Keifer and Stein 1983, Currie and Lee 1996). Po imobilizacijos
nervy sistemos generuojamus motorinius atsakus galima tirti registruojant
motoriniy nervy aktyvumg — elektroneurograma (ENG). Motoriniai atsakai
sukelti be realaus raumeny aktyvumo vadinami fiktyviais motoriniais atsakais
(Stein 1997, Frigon 2012). Tiriant fiktyvius judesius atsiribojama nuo
sensorinio grjztamojo rySio — tiriamas tik neurony tinklas, kuris organizuoja
ritmiskus motorinius aktyvumus. Parodyta, kad tiek fiktyvios lokomocijos
(Juranek and Currie 2000), tiek fiktyviy kasymosi refleksy (Robertson, Mortin
et al. 1985) motoriniai paternai atitinka motorinius paternus stebimus realaus
kasymosi refleksy ir lokomocijos metu. Tokiu biidu dar kartg patvirtinama, kad
motorinés programos yra koduojamos nugaros smegeny neurony tinkle,
sensorinis grjiZztamasis rySys néra biitinas.

Plaukimg galima sukelti véZlj tiesiog panardinus j vandenj (Earhart and Stein
2000) arba elektriskai stimuliuojant besileidziancius traktus (DLF —
dorsolateral funiculus), kur issidéste tinklinio darinio (reticular formation) —
nugaros smegeny besileidziantys aksonai (Lennard and Stein 1977, Earhart and
Stein 2000, Stein 2005). Zinoma, kad MLR stimuliavimas, kuris aktyvuoja
tinklinio darinio neuronus, taip pat sukelia lokomocijg ir kituose gyviinuose
(Stein 1997).

Kasymosi refleksas — tai motorinis atsakas siekiantis pasalinti dirgiklj nuo
kiino pavirsiaus (Stein 1983). Sis refleksas gyvinui sukeliamas, kai jo kiino

pavirSius stimuliuojamas taktiliniu stimulu arba elektriSkai. Be to kasymosi
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reflekso motorinis atsakas yra tikslingas — galtiné trina kiino pavirSiy tiksliai
ten, kur buvo stimuliuota (Stein 1983).

Kaip jau minéta auksc¢iau, véZliui budingi skirtingy kiino daliy kasymosi
refleksai: priekinés (rostral), vidurinés (pocket) ir uZpakalinés (caudal)
(Paveikslas 1.3.3). Yra keletas budy atskirti kasymosi reflekso tipus: pagal
stimuliuojamus recepcinius laukus, pagal tai kuri galiinés dalis naudojama
kasymuisi (trynimui) ir pagal kelio ekstensoriaus aktyvumg Slaunies aktyvumo
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Paveikslas 1.3.3 Spinalizuotame vézlio preparate stimuliuoj ant atitinkamus
recepcinius laukus galima sukelti priekinés (raudona), vidurinés (zalia) ir
uzpakalinés (violeting) ktino daliy kasymosi refleksus. Apacioje pavaizduoti
tipiniai motoriniy nervy aktyvumai skirtingy kasymosi refleksy metu.
Adaptuota i§ (Berkowitz 2010).

Vézlio Sarvas sudarytas i§ ploksteliy, kuriy iSsidéstymas mazai skiriasi tarp
gyviiny. Sarvas pagal ploksteles skirstomas dermatomomis joms suteikiant tam

tikrg indeksg (Paveikslas 1.3.4) (Mortin and Stein 1990).
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Paveikslas 1.3.4 Vézlio Sarvo suskirstymas. Pilka spalva paveiksle H.L. ir F.L.
atitinkamai vaizduoja uZpakaliniy ir priekiniy galtiniy i§sidéstymg. Adaptuota
i§ (Mortin and Stein 1990).

Yra gana tiksliai parodyta, kuriy nugaros smegeny segmenty aferentai
jnervuoja atitinkamas dermatomas (Mortin and Stein 1990). Pagal tokj vézlio
Sarvo ,,zemélapi“ galima parinkti tikslias stimulo vietas atitinkamiems nugaros
smegeny segmenty aferentams aktyvuoti. Stimuliuojant dermatomas rostraliau
odos aplink uzpakaling galiing (,,kiSené*) sukeliamas priekinés ktuno dalies
kasymosi refleksas, stimuliuojant dermatomas ties uzpakalinés galtinés kiSene
sukeliamas vidurinés kiino dalies kasymosi refleksas, ir galiausiai stimuliuojant
dermatomas ar¢iau uodegos — uzpakalinés kiino dalies kasymosi refleksas

(Paveikslas 1.3.5) (Mortin, Keifer et al. 1985).
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Paveikslas 1.3.5 Dermatomos sukelti skirtingus kasymosi refleksy tipus. H.L.
ir F.L. atitinkamai vaizduoja uzpakaliniy ir priekiniy galtiniy i§sidéstymg. P-V
PZ Zymi pereinama zong tarp priekingés ir vidurinés kiino daliy kasymosi
refleksy, o U-V PZ — tarp uzpakalinés ir vidurinés. Adaptuota i§ (Mortin,
Keifer et al. 1985).

Priekinés kiino dalies kasymosi reflekso metu naudojama uzpakalinés galtinés
pédos iSorin¢ dalis ir/arba pirStai; vidurinés kiino dalies — §launis, kelias arba
blauzda; uzpakalinés kiino dalies — kulnas arba pédos Sonas (Mortin, Keifer et
al. 1985).

TreCias kriterijus atskirti kasymosi refleksy tipus — kelio ekstensoriaus
aktyvumas Slaunies aktyvumo metu (Mortin, Keifer et al. 1985, Robertson,
Mortin et al. 1985). Kelio ekstensorius biina aktyvus kai vykdomas pats
trynimas (Stein 2005). Parodyta, kad priekinés kiino dalies kasymosi reflekso
metu kelio ekstensorius yra aktyvus Slaunies fleksoriaus aktyvumo pabaigoje;
vidurinés kiino dalies — Slaunies ekstensoriaus aktyvumo metu; uzpakalinés
kiino dalies — po Slaunies ekstensoriaus aktyvumo (ziiiréti Paveikslo 1.3.3
apacioje) (Mortin, Keifer et al. 1985, Robertson, Mortin et al. 1985).

Tiriant vézlio Sarvo dermatomas, buvo pastebéta, kad vézlio Sarvui biidingos
pereinamosios zonos (Paveikslas 1.3.5). Tai zonos, kuriy stimuliavimas sukelia
misry kasymosi refleksa (hibridg) (Mortin, Keifer et al. 1985). Taip pat galima
sukelti plaukimo-kasymosi reflekso hibrida, mechani$kai stimuliuojant
priekinio kasymosi reflekso recepcinius laukus ir stimuliuojant DLF elektriskai
(Earhart and Stein 2000). Misrus motorinis atsakas gali bliti motorinio atsako
pasikeitimas i$ vieno ] kitg per keletg ritmiSky aktyvumo periody (priekinés

kiino dalies kasymosi refleksas pasikeicia j vidurinés kiino dalies kasymosi
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refleksg). Taip pat miSrus motorinis atsakas gali turéti abiejy motoriniy atsaky
savybes — vézlys | DLF ir Sarvo stimuliavimg atsako motoriniu atsaku, kai
vieno ciklo metu vykdomas ir plaukimas, ir kasymosi refleksas (Earhart and
Stein 2000). Toks miSrus motoriniy programy generavimas leidzia manyti, kad
neurony tinklai generuojantys atskiras motorines programas yra persidenge —
tie patys neuronai dalyvauja abiejy motoriniy programy generavime.

Vézlio plaukimg galima tirti nespinalizuotuose gyvinuose (Lennard 1977),
taCiau kasymosi refleksa nespinalizuotuose gyviinuose sukelti yra labai sunku.
Taip yra greiCiausiai todél, kad aukStesni smegeny centrai slopina neurony
tinklg kuris generuoja kasymosi refleksa. D¢l Sios priezasties tiriant kasymosi
refleksg vézliai paprastai spinalizuojami ties D2-D3 nugaros smegeny
segmentais — kaudaliau priekiniy galtiniy i$platéjimo (Stein 2005). Tokiu budu

1zoliuojamas uZpakaliniy galiiniy neurony tinklas.

Vézlio nugaros smegeny neurony tinklo organizavimas
Jeigu stimuliuojamos abi vézlio pusés, tai sukeliami abiejy galiiniy kasymosi

refleksai (Stein, Victor et al. 1995, Field and Stein 1997). Daugumai motoriniy
atsaky (plaukimas, priekinés, vidurinés ir dalis uzpakalinés kiino dalies
kasymosi refleksy) biidinga nefaziné uzpakaliniy galtiniy koordinacija — vienai
gallinei lenkiantis kita yra tiesiama (Field and Stein 1997). Dalis uzpakalinés
kiino dalies kasymosi reflekso epizody pasizymi fazine galiiniy koordinacija —
abi galtnés vienu metu tiesiamos arba lenkiamos (Field and Stein 1997).
Kitiems keturkojams (pavyzdziui katei) taip pat budingos faziné (Suoliavimas)
ir ne faziné (éjimas) galliniy koordinacijos (Forssberg, Grillner et al. 1980).

Yra tyréjy teigianciy, kad kiekviena galiiné turi atskirg neurony tinklag (CPG), 0
galiiniy tarpusavio koordinacija uztikrinama propriospinaliniy rySiy pagalba
(Cowley and Schmidt 1995, Frigon 2012). Tyrimai atlikti su vézlio nugaros
smegeny preparatais leidzia manyti, kad neurony tinklas esantis
kontralateralingje puséje stipriai prisideda prie ipsilateralinio motorinio atsako
generavimo (Stein, Victor et al. 1995, Stein, McCullough et al. 1998). Taigi,

normaliam vienos pusés motoriniam atsakui sugeneruoti reikalingas neurony
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tinklas esantis ir kontralateralinéje nugaros smegeny puséje. Be to aktyvuojant
vienos pusés kasymosi refleksus, kitos pusé€s motoriniai nervai yra dalinai
aktyvis (Stein, Victor et al. 1995, Currie and Gonsalves 1997). Manoma, kad
kontralateralingje puséje dominuoja HE modulis (Stein, Victor et al. 1995).
Tokios iSvados prieita, nes pasalinus kontralateraling strény srities iSplatéjimo
puse, prarandamas HE modulio aktyvumas (Stein, Victor et al. 1995). Abipusj
neurony tinklo iSsidéstyma patvirtina ir imunohistocheminiai tyrimai, kuriy
metu sukeliamas kasymosi refleksas arba plaukimas vienoje puséje, o aktyviis
neuronai aptinkami abiejose nugaros smegeny pusése (Mui, Willis et al. 2012).
Siy tyrimy pasekoje prof. Paul Stein ikélé hipoteze, kad skirtingy pusiy
nugaros smegeny neurony tinklas turi bendrg CPG dalj (,,Serdi), kuri valdo
abiejy pusiy galtines (Stein, Victor et al. 1995, Stein 1997). Jis pateikia ir
schematin] CPG modelj (Paveikslas 1.3.6).
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Paveikslas 1.3.6 Vézlio nugaros smegeny CPG. Juodi apskritimai vaizduoja
MN, tamsiai pilki — zadinanc¢ius neuronus, o Sviesiai pilki — slopinancius
neuronus. Adaptuota i (Stein, Victor et al. 1995).

Sis modelis susideda i§ keturiy sudedamujy daliy (moduliy): kairés pusés
Slaunies fleksoriaus ir ekstensoriaus, bei deSinés pusés Slaunies fleksoriaus ir
ekstensoriaus. Kiekvienas 1§ keturiy moduliy turi: MN (juodi apskritimai
Paveiksle 1.3.6); zadinan¢ius neuronus (tamsiai pilki apskritimai Paveiksle
1.3.6), kurie aktyvuoja agonistinius MN ir Kkitus — sinerginius modulius;
slopinancius neuronus (Sviesiai pilki apskritimai Paveiksle 1.3.6), kurie slopina

antagonistinius modulius.
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Motorinio aktyvumo ritmo variacijos — delecijos
Kasymosi refleksui, ypa¢ priekinés kiino dalies, biidinga kasymosi reflekso

ritmo variacija — Slaunies ekstensoriaus (HE) delecija (Paveikslas 1.3.7)
(Robertson and Stein 1988). Delecijos metu dingsta HE nervo aktyvumas, o
HF nervo aktyvumas sumaZzéja, bet nenutriiksta (rombas Paveikslo 1.3.7 B

dalyje).

A

Kello skstensorius -H—H+
Sauniss Naxforius W

Siauniss emtenwnus++-H.*

B Delecija +

—

Paveikslas 1.3.7 Normalus kasymosi reflekso ritmas (A) ir kasymosi ritmo
variacija — HE delecija (B). Adaptuota i$ (Stein and Daniels-McQueen 2002).

Delecijy daznis Zenkliai padidéja jeigu nugaros smegenys pazeidziamos
specifiniais biidais — paSalinama kontralateraliné strény srities iSplatéjimo pusé
(Stein, Victor et al. 1995) arba pazeidziamos nugaros smegenys
kontralateralingje puséje vir§ strény srities iSplatéjimo (Stein, McCullough et
al. 1998).

Be HE delecijy, vézlio priekinés kiino dalies kasymosi refleksui btidingos kelio
fleksoriaus ir ekstensoriaus delecijos (Stein and Daniels-McQueen 2004).

Kelio ekstensoriaus/fleksoriaus ir HE delecijy atsiradimas néra tiesiogiai
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susietas — jos gali atirasti viename sanaryje nepriklausomai nuo kito (Paveikslo
1.3.7 B dalyje HE delecijos metu kelio moduliai yra ritmiski).

Delecijy organizavimg nugaros smegeny lygmenyje galime aprasyti modeliu
pateiktu 1.3.8 paveiksle (Stein 2008). Sj modelj sudaro keturi moduliai:
Slaunies fleksoriaus, Slaunies ekstensoriaus, kelio fleksoriaus ir kelio
ekstensoriaus. Kiekvienas modulis turi tris komponentes: zadinancius,
slopinan¢ius ir MN. Kiekvieno sgnario moduliai tarpusavio slopinimu
organizuoja to sgnario ritmiSkumg. Skirtingy sgnariy moduliai néra visiskai
nepriklausomi — HE slopina kelio ekstensoriy ir Zadina kelio fleksoriy ir t.t..
Taciau sinapsiniai rySiai tarp skirtingy sgnariy néra labai stiprils ir pavyzdZziui

HE delecijos atveju (Paveikslas 1.3.8 B) stipriai nepaveikiamas kelio

ritmiSkumas.
A B
slaunies fleksorius kelio fleksorius Slaunies fleksorius kelio fleksorius

IINs @ lINs

.@*O
|/
?@*O

@)

®

@

IINs | 1INs IINs

ON0%0
O-O®

§launies ekstensorius kelio ekstensorius Slaunies ekstensorius  kelio ekstensorius

Paveikslas 1.3.8 Priekinés kiino dalies kasymosi reflekso generavimo modelis
(A) ir kasymosi reflekso ritmo variacijos — HE delecijos organizavimas (B).
IINs — slopinantys neuronai, EINs — Zadinantys neuronai, MNs — motoriniai

neuronai. Sviesus modulis B dalyje parodo jo aktyvumo nebuvima — delecija.

Adaptuota i§ (Stein 2008).
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Delecijy fenomenas atskleidzia du svarbius aspektus apie neurony tinklo

organizavima:

e Modulis yra dalinai ritmogeniskas ir be antagonistinio modulio aktyvumo.
Pagal puscentriy model; ritmiSkumas pasiekiamas tik slopinimu tarp
antagonistiniy moduliy.

e Kelio ir Slaunies moduliai néra labai glaudziai susij¢. Delecijos atsiradimas
Slaunies ritme nebiitinai sukelia delecijas kelio ritme. Tai taip pat
prieStarauja puscentriy modeliui, kuris teigia, kad visus sgnarius valdantys
moduliai yra tampriai susieti (sudaro viena puscentrj).

Sie delecijy aspektai parodo, kad kasymosi reflekso organizavimas neurony

tinkle labiau atitinka UBG, bet ne puscentriy modelj.

Nugaros smegeny neurony tinkly persidengimas
Kaip jau anks¢iau buvo minéta, vézlio nugaros smegeny neurony tinklas geba

organizuoti plaukimg, kelis kasymosi refleksy tipus ir t.t. Savaime kylantis
klausimas — kaip Sios skirtingos motorinés programos organizuojamos, kaip
iSsidéste jas valdantys neurony tinklai? Viena i§ galimybiy — kiekvienai
motorinei programai egzistuoja atskiras neurony tinklas. Kitas kraStutinumas —
tas pats neurony tinklas organizuoja visas motorines programas. Galimas ir
tarpinis variantas — dalis neurony tinkly organizuojanéiy skirtingas motorines
programas yra persidengg.

Pirmieji netiesioginiai jrodymai, kad neurony tinklai gali buti persidenge — tai
pasteb¢jimas, kad egzistuoja hibridiniai motoriniai atsakai (Mortin, Keifer et
al. 1985, Earhart and Stein 2000). Persidengian¢iy neurony tinkly hipoteze
paremia paskutiniy mety tyrimai, kuriy metu buvo taikomi jvairaus
intensyvumo skirtingi stimulai (sukelti plaukimg ir kasymosi refleksa).
Parodoma, kad motoriniai atsakai sukelti skirtingais stimulais sumuojasi (Hao,
Spardy et al. 2011). Tai paremia hipoteze, kad neurony tinklas generuojantis
kasymosi refleksa persidengia su neurony tinklu generuojanciu plaukima.
Tiesiogiai neurony tinkly persidengimas parodytas registruojant IN

ekstralgsteliniu (Berkowitz and Stein 1994, Berkowitz and Stein 1994,
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Berkowitz 2001, Berkowitz 2001) ir vidulgsteliniu (Berkowitz 2005,
Berkowitz, Yosten et al. 2006, Berkowitz 2008) biidais. Daugelis neurony yra
ritmiSkai aktyvuojami keliy motoriniy programy metu (Paveikslas 1.3.9).

"Priekinis" "Vidurinis" C  'Uzpakalinis" D  Plaukimas

20 mV

%
=
I=

N FH—e —
HE st -“W W
Stim. «es ; 4 3 4+ e A S S W

ES
»

Paveikslas 1.3.9 Daugiafunkcinis neuronas. Neuronas ritmiskai aktyvuojamas
priekinés (A), vidurinés (B), uzpakalinés (C) kiino daliy kasymosi refleksy ir
plaukimo (D) metu. Adaptuota i§ (Berkowitz 2008).

1.3.9 paveikslas iliustruoja pavyzdj, kai tas pats neuronas yra ritmiSkai
aktyvuojamas tiek plaukimo (Paveikslo 1.3.9 D), tiek visy trijy kasymosi
refleksy (Paveikslo 1.3.9. A, B, C dalys) metu. Tokie neuronai, kurie
aktyvuojami daugiau nei vienos motorinés programos metu dar vadinami
daugiafunkciniais (Berkowitz 2010). Jdomu tai, kad dauguma neurony
aktyvuojami toje pacioje Slaunies fazéje visose motorinése programose (Stein
2005).

Be daugiafunkciniy neurony vézlio nugaros smegeny neurony tinkle aptinkama
ir specializuoty neurony, kurie selektyviai aktyvuojami tik kasymosi reflekso
(Berkowitz 2002, Berkowitz 2008) arba tik galtinés atitraukimo reflekso metu
(Berkowitz 2007).

Laikiné somatosensoriniy jéjimy integracija — nugaros smegeny atmintis
Priklausomai nuo stimulo parametry motoriné neurony tinklo programa

sukeliama arba ne. Todél galima manyti, kad neurony tinklas priima spendima

reaguojant j tam tikrg stimuliacijg. Jeigu stimulas pakankamai stiprus — j ji
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verta reaguoti ir aktyvuoti motoring programg. Stimulo stiprumui maZzéjant
neurony tinklas gali jvertinti kitus stimulo parametrus, pavyzdziui stimulo
pasikartojamuma. Jeigu neurony tinklg pasiekia vienetinis silpnas stimulas — tai
galbiit jis néra reikSmingas, taciau jeigu silpnas stimulas pasikartoja didesniu
dazniu — tai jis gali biiti reik§mingas ir j jj verta reaguoti. Siam tikslui stimulus
reikia sumuoti laike.

Dar Sherington‘as pasteb¢jo, kad spinalizuoto Suns nugaros smegeny neurony
tinklas integruoja somatosensorinius j¢jimus jvykusius reciau nei 1 sekunde
(Sherrington 1906). Siam tikslui jis elektriskai stimulivodavo $uns oda, o
stimulo stipruma naudodavo tokj, kad atskiras stimulas biidavo ikislenkstinis —
nesukeldavo kasymosi reflekso. Pateikus pirmajj stimulag — motorinis atsakas
nesukeliamas, taciau pateikus sekantj stimulg po 1,6 sekundés — sukeliamas
kasymosi refleksas. Tai parodo, kad vyksta sekundziy eilés somatosensoriniy
1€¢jimy laikiné integracija.

Vézlio nugaros smegeny neurony tinklas taip pat pasizymi sekundziy eilés
laikine somatosensoriniy stimuly integracija (Paveikslas 1.3.10) (Crowe and
Linnartz 1985, Currie and Stein 1988, Currie and Stein 1990, Currie and Stein
1992, Currie and Lee 1996). Jei pirmasis stimulas yra ikislenkstinis, kad
sukelty motorinj atsaka, bet virSslenkstinis kad aktyvuoty aferentus, tai tokie

stimulai sumuojasi juos pateikus net reciau nei kelios sekundés.
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Paveikslas 1.3.10 Vir$sekundiné somatosensoriniy stimuly integracija.
Somatosensoriniai stimulai pateikiami kas 4 sekundes. Pirmasis (1)
somatosensorinis stimulas nesukelia motorinio atsako, o sekantis (2), pateiktas
po 4 s jau sukelia motorinj atsakg. Adaptuota i$ (Currie and Stein 1988).

Parodyta, kad stimulai sukeliantys somatosensorinés informacijos integracija,
taip pat sukelia ilgai trunkancius neurony atsakus IN (Currie and Stein 1990).
Stimulas, nesukeliantis motorinio atsako, sukelia VP generavimg neuronuose,
kuris tesiasi zenkliai ilgiau (kelios sekundés) nei pats stimulas. Todél manoma,

kad Sie 1ilgai trunkantys neurony atsakai gali biiti somatosensorinés
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informacijos integracijos mechanizmas. Taip pat parodyta, kad ilgalaikiai
neurony atsakai j ikislenkstinj stimulg (tuo paciu ir laikiné integracija) gali biti
priklausoma nuo NMDA receptoriy (Currie and Stein 1992, Currie and Lee
1996).

Pastebéta, kad neurony tinklo suZadinamumas keiciasi ne tik somatosensoriniy
1eimy laikinés integracijos metu, bet ir po motorinio atsako. Suzadinamumas
iSlieka pakites iki keliy/keliolikos sekundziy po kasymosi reflekso (Currie and
Stein 1988, Alaburda and Hounsgaard 2003). Pakites tinklo suzadinamumas po
kasymosi reflekso yra specifiSkas sukeltam kasymosi reflekso tipui — jis
nesisumuoja su somatosensoriniais j¢jimais kity kasymosi refleksy formy
(Currie and Stein 1988). Jeigu pries tai buvo sukeltas vidurinés kiino dalies
kasymosi refleksas ir po jo seka VPP (,.kisenés“ pilvinis-uzpakalinis, ventral
posterior pocket) nervo (kuris inervuoja recepcinius laukus vidurinés kiino
dalies kasymosi refleksui sukelti) stimuliacija — tai po VPP stimuliacijos
sukeliamas motorinis atsakas. Taciau, jeigu prie§ VPP stimulg vyko priekinés
kiino dalies kasymosi refleksas, tai VPP stimuliavimas nesukelia motorinio
atsako. Tai parodo, kad tai néra tiesiog padidéjes neurony tinklo

suzadinamumas, bet jis specifisSkas kiekvienam motorinés programos tipui.

Ilgai trunkantis neuronuy aktyvumas sukeltas trumpo stimulo
Neuronai ar jy tinklai pasizymi savybe, kad | trumpg stimulg gali sugeneruoti

ilgai trunkantj atsaka. Sis atsakas — tai pastovus neurony aktyvumo (VP
generavimo) pasikeitimas, kuris vyksta ir po stimulo iSjungimo (Major and
Tank 2004). Ilgai trunkantis neurony aktyvumas buvo aptiktas jvairiose
smegeny srityse pradedant smegeny Zieve ir baigiant nugaros smegenimis. D¢l
tokio plataus iSplitimo CNS manoma, kad Sis procesas yra universalus neurony
tinklo mechanizmas leidZiantis ,,saugoti® ir kaupti sensoring ir/arba motoring
informacijg. Kadangi pastovus neurony aktyvumas ,,saugo* informacijg apie
pries tai buvus] stimula, todél jis glaudZiai siejamas su trumpalaike arba

darbine atmintimi (Aksay, Gamkrelidze et al. 2001, Major and Tank 2004).
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Neurony aktyvumo pasikeitimas, kuris vyksta be pastovaus iSorinio
stimuliavimo parodo, kad tai vidiné lasteliy arba neurony tinklo savybé. Sis
procesas dazniausiai trunka nuo keliy Simty milisekundziy iki keliasdeSimties
sekundziy (Major and Tank 2004).

Paprasciausias neurony aktyvumo per¢jimas 1§ vienos stabilios biisenos i kita
vadinamas bistabilumu (Hounsgaard, Hultborn et al. 1984, Kiehn and Eken
1998). Taciau zinoma, kad neurony tinklai gali turéti ir daugiau stabiliy
neurony aktyvumo biiseny — daugiastabilumas (Aksay, Baker et al. 2000,
Aksay, Gamkrelidze et al. 2001). Esant kelioms stabilioms aktyvumo
busenoms, galima ,saugoti” informacijg ir apie stimulo stiprumg ar jo
specifiskumg (Major and Tank 2004).

Pastovus neurony aktyvumas gali biiti generuojamas vidiniy neurony savybiy
(Joniniy sroviy) arba rekurentinio (save zadinantis) neurony tinklo. Yra trys
labiausiai tikétini vidulgsteliniai mechanizmai kurie sukelia pastovy neurony
aktyvuma: nespecifiné katijony srové (Ican) (Di Prisco, Pearlstein et al. 1997,
Morisset and Nagy 1999, Di Prisco, Pearlstein et al. 2000), pastovi Na* srové
(Lee and Heckman 2001, Li, Gorassini et al. 2004), bei L-tipo Ca*" srové
(Alaburda, Perrier et al. 2002, Perrier, Alaburda et al. 2002). Tiesioginiy
jrodymy, kad pastovus neurony aktyvumas yra sukeliamas rekurentinio tinklo,
yra nedaug (Aksay, Gamkrelidze et al. 2001, Li, Soffe et al. 2006).

Sekanciame skyriuje bus aptartas vienas i§ galimy mechanizmy, kuris sukelia
ilgai trunkant] neurony atsakg j trumpg stimulg — tai kalcio jony srove, kurig

generuoja L-tipo Ca?* kanalai.
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1.4, Ca”* kanalai, L-tipo Ca?* srovés, plato potencialai

Jtampos valdomi Ca*'kanalai (Cay) ir ju generuojamos srovés
Jtampos valdomi Ca?* (Cay) kanalai — tai didelés jtampos valdomy jony kanaly

superSeimos dalis (Yu, Yarov-Yarovoy et al. 2005). Kalcio jony patekimas j
lastele per Siuos kanalus vyksta pasikeitus Igstelés membranos potencialui
(depoliarizacija). Kalcio jony patekimas j lastele gali sukelti eile procesy — nuo
raumeninés lgstelés susitraukimo iki geny ekspresijos (Paveikslas 1.4.1)

(Catterall 2011).
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Sinapsinis perdavimas
Baltymy Fermenty

fosforilinimas reguliacija

/f BrarIuons \"‘\

Geny trankripcija

Paveikslas 1.4.1 Jtampos valdomy kalcio jony kanaly galimos funkcijos.
Adaptuota i8 (Catterall 2011).

Jtampos valdomi Ca®* kanalai sudaryti i§ 5 subvienety, koduojamy skirtingy
geny (Catterall 2000, Catterall, Perez-Reyes et al. 2005). Kanalo ,,Serdis* yra
ay subvienetas (Paveikslas 1.4.1) — tai 190-250 kDa baltymas (Catterall 2000,
Catterall, Perez-Reyes et al. 2005, Catterall 2011). o, subvienetg sudaro 4
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domenai (I-1V), kuriy kiekvienas turi 6 transmembraninius segmentus (S1-S6).
S4 segmentas — jtampos sensorius; porg sudaro S5 ir S6 segmentai ir kilpa tarp
Jju. Kanalg taip pat sudaro vidinis [ subvienetas, transmembraninis o
subvienetas, kuris susijungia su o, subvienetu ir sudaro a,0 dimerg, bei vy
subvienetas.

Remiantis kalio kanaly nomenklatira 2000 metais buvo sukurta jtampos
valdomy Ca** kanaly nomenklatira (Ertel, Campbell et al. 2000). Pagal ia
nomenklatiirg kanalui vardas suteikiamas pagal tai kokiam jonui S$is kanalas
laidus (Ca), bei koks pagrindinis Sio kanalo reguliatorius (Cay) (voltage). Po
Cay sekantis skai¢ius nurodo geno, koduojanéio o, subvieneta, poseimj. Siuo
metu yra trys (1-3) posSeimiai. Sekantis skaicius (nuo 1 iki n) zymi eiliskuma
pagal a; subvieneto aptikimg tame poSeimyje. Remiantis $ia nomenklatiira iki
Siol nustatyti Sie kanalai: Cay1.1 — Cay1.4, Cay2.1 — Cay2.3, Cay3.1 — Cay3.3
(viso 10).

Cay1 kanaly poseimis generuoja L-tipo kalcio jony srove. Siai srovei budingas
aukstas aktyvavimo slenkstis (ja aktyvuoti reikia stiprios depoliarizacijos) ir
létos aktyvacijos ir inaktivacijos kinetikos (Nowycky, Fox et al. 1985, Catterall
2000, Perrier, Alaburda et al. 2002, Catterall, Perez-Reyes et al. 2005). Nervy
sistemoje aptinkami tik Cay/1.2 ir Cay1.3 kanalai (Catterall 2000). Cay/1 kanaly
specifiniai blokatoriai — dihidropiridinai (dihydropyridines), fenylalkyaminai
(phenylalkylamines) ir benzodiazepinai (benzothiazepines) (Reuter 1983,
Catterall 2011).

Plato potencialai generuojami L-tipo kalcio jony sroviy
Trumpas Ia aferenty (tai pirminiai aferentai i§ raumens verps¢iy) stimuliavimas

gali sukelti ilgai trunkant] tos pacios grupés (arba sinerginiy) raumeny
aktyvumg (Hultborn, Wigstrom et al. 1975). Sio tyrimo metu buvo padaryta
iSvada, kad tokiu biidu yra suaktyvinamas rekurentinis (save zadinantis)
neurony tinklas. Tac¢iau vélesni eksperimentai parod¢, kad ilgai trunkantis MN
aktyvumas vyksta dél vidulasteliniy neurony mechanizmy (Hounsgaard,
Hultborn et al. 1984). Sios i§vados prieita, nes toks pat ilgas MN aktyvumas
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gali vykti ir jleidus trumpa depoliarizuojancios sroveés impulsa ] neurong

(Paveikslas 1.4.2).

Paveikslas 1.4.2 MN atsakas ] trumpg depoliarizuojancios srovés impulsa.
Adaptuota i§ (Hounsgaard, Hultborn et al. 1984).

IS paveikslo 1.4.2 matome, kad MN 1§ vienos stabilios biisenos (ramyb¢, néra
VP) pereina | kita stabilig biiseng (nuolatinis VP generavimas). Toks dviejy
buseny buvimas dar vadinamas bistabilumas. Antros stabilios biisenos metu
neurono Vy, depoliarizuojasi ir iSliecka depoliarizuotas po stimulo nutraukimo.
Tokia ilga neurono depoliarizacija dar vadinama plato (stabilus, pastovus)
potencialu. 1.4.2 paveiksle plato potencialas — tai biisena kai generuojami VP
po srovés impulso nutraukimo.

Plato potencialai aptikti ne tik katés (Hounsgaard, Hultborn et al. 1988,
Bennett, Hultborn et al. 1998), bet ir vézlio (Hounsgaard and Mintz 1988),
pelés (Carlin, Jones et al. 2000), bei varlés MN (Perrier and Hounsgaard 2000,
Perrier and Tresch 2005). Taip pat plato potencialai aptikti vézlio (Hounsgaard
and Kjaerulff 1992, Russo and Hounsgaard 1994) ir ziurkés (Morisset and
Nagy 1996, Morisset and Nagy 2000) IN. Yra netiesioginiy jrodymy, kad plato
potencialai budingi ir zmogaus MN (Kiehn and Eken 1997, Collins, Burke et
al. 2001).

Jau ankstyvyjy tyrimy metu buvo pastebéta, kad plato potencialai sukeliami
itekan¢iy Ca*" sroviy (Hounsgaard and Kiehn 1985), o 8ios Ca®* srovés

blokuojamos dihidropiridinais (Hounsgaard and Mintz 1988, Hounsgaard and
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Kiehn 1989, Morisset and Nagy 1996, Svirskis and Hounsgaard 1997). Sie
rezultatai parodo, kad plato potencialai generuojami L-tipo Ca®* sroviy (Cayl
kanaly poSeimis), o imunohistocheminiai tyrimai patvirtino, kad §ig srove
sukelia Cay1.3 kanalai (Carlin, Jones et al. 2000, Simon, Perrier et al. 2003).
Buvo pastebéta, kad pateikiant stimulus kas kaleta sekundziy, stimulo sukeltos
depoliarizacijos (plato potencialai) gali sumuotis. Toks mechanizmas dar
vadintas ,,jsibavimu® (wind-up). L-tipo Ca®* kanaly sukeltos srovés gali
sumuotis ir nevykstant realiai V,, depoliarizacijai (Paveikslas 1.4.3) (Russo and
Hounsgaard 1994, Russo and Hounsgaard 1996).

|20 mV
‘ '\
.. T v 0-5 nA
02 — — n
/ \ 15
400 ms

Paveikslas 1.4.3 Atsako j stimulg didéjimas ,,apSylant”. Adaptuota i§ (Russo
and Hounsgaard 1996).

IS paveikslo 1.4.3 matome, kad po srovés impulso membranos potencialas
zenkliai nesikeiCia, bet atsakas ] srovés impulsg didé¢ja. Tai parodo, kad
sumacija vyksta ne dé¢l tiesioginés V., depoliarizacijos. Toks reiSkinys dar
vadinamas ,,ap$ilimu* (warm-up) (Russo and Hounsgaard 1996, Bennett,
Hultborn et al. 1998). Manoma, kad kanalai generuojantys plato potencialus
turi daugiau nei vieng uzdarg biiseng. Trumpas neurono aktyvavimas leidZia
kanalams 1§ vienos uZdaros bisenos pereiti | kita, kuri yra labiau linkusi
atsidaryti (Delgado-Lezama and Hounsgaard 1999, Alaburda, Perrier et al.
2002). Jsiubavimas ir apS$ilimas galimi kai tarp stimuly net keliy sekundziy

intervalai.
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Pirmyjy plato potencialy tyrimy metu buvo manoma, kad juos generuojantys
kanalai iSsidéste ant lastelés kiino. TacCiau selektyviai aktyvuojant dendritus
(Hounsgaard and Kiehn 1993, Delgado-Lezama, Perrier et al. 1999) prieita
isvados, kad plato potencialai generuojami Ca?* kanaly iSsidés¢iusiy
dendrituose. Be to véliau tai buvo patvirtinta ir imunohistocheminiais tyrimais
(Carlin, Jones et al. 2000, Simon, Perrier et al. 2003).

Sekantis svarbus aspektas kalbant apie plato potencialus yra metabotropiné
moduliacija. Spinalizuotuose preparatuose plato potencialy néra, o pridéjus
serotonino pirmtako (5-hidroksi-triptofano) vél sukeliami plato potencialai
(Hounsgaard, Hultborn et al. 1984, Hounsgaard, Hultborn et al. 1988). Tai
parodo, kad plato potencialy sukélimui reikalinga aktyvuoti seratonino
receptorius. Véliau buvo parodyta, kad plato potencialus sukelia ne tik
serotonino, bet ir metabotropiniy glutamato, noradrenalino, bei muskarininiy
acetilcholino receptoriy aktyvavimas (Svirskis and Hounsgaard 1998,
Alaburda, Perrier et al. 2002).

Atsako ,isiubavimas® ir skausmo sensitizacija
Pakartotinai stimuliuojant nemielinizuotas C tipo skaidulas (skausmo aferentai)

sukeliamas atsako didéjimas nugaros smegeny nugarinio rago neuronuose
(dorsal horn neurons DHN) (Woolf and Wall 1986). Sis fenomenas — DHN
atsako did¢jimas j pakartotinj aferenty stimuliavimg vadinamas ,,jsitibavimu‘
(Mendell 1966). Véliau $is terminas panaudotas ir vézlio neurony plato
potencialams ir jy savybéms apraSyti. Parodyta, kad Sis DHN jsitibavimas
sukelia skausmo sensitizacija — skausmo recepcinio lauko didéjima, bei
skausmo slenks¢io mazéjima (Li, Simone et al. 1999). Priimta, kad jsiibavimas
vyksta WDR (plataus dinaminio diapazono, wide dynamic range) neuronuose,
kurie gauna jéjimus ir i§ skausmo, ir ne skausmo aferenty (Fossat, Sibon et al.

2007). Isitbavimo pavyzdys pateiktas Paveiksle 1.4.4.
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Paveikslas 1.4.4 Atitraukimo reflekso jsiibavimas. Atitraukimo refleksas
(EMG atsakas) did¢ja pakartotinio stimuliavimo metu. R1 — atsakas j pirma
stimulg; R15 — atsakas | 15-tg stimulg. Stimulai pateikiami vienodo stiprumo.
Adaptuota i (Fossat, Sibon et al. 2007).

Sio jsiibavimo mechanizmas néra pilnai iStirtas. Jsiibavimas apjungia tiek
NMDA ir neurokinino receptoriy aktyvavimg (Baranauskas and Nistri 1996,
Baranauskas and Nistri 1998, Fossat, Sibon et al. 2007), tiek vidulastelinius
mechanizmus (L-tipo kalcio jony srove) (Morisset and Nagy 1996, Morisset
and Nagy 2000). Manoma, kad atsako jsitibavimas vyksta NMDA (ir/arba
neurokinino) receptoriams aktyvavus L-tipo Ca** kanalus (Fossat, Sibon et al.
2007).

Vézlio nugaros smegeny nugarinio rago neuronai taip pat pasizymi atsako
jsitbavimu (Russo and Hounsgaard 1994, Russo and Hounsgaard 1996). Tai L-
tipo Ca?* sukeliamas neurono suzadinamumo padidéjimas. Gali bati, kad Sie
vézlio nugaros smegeny nugarinio rago neuronai atitinka WDR neuronus
placiai tirtus Zinduoliuose. O mechanizmai sukeliantys ,,jsiubavimg®

skirtingose sistemose gali biti taip pat panasis.
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1.5. Somatosensorinis tylos periodas — CSP
Somatosensoriniy aferenty sudirginimas sukelia jvairius atsakus stebimus

galtinés raumenyse (Caccia, McComas et al. 1973). Vienas i$ tokiy atsaky —
motorinio aktyvumo slopinimas po skausmingo stimulo (Hoffmann 1922,
Higgins and Lieberman 1968). Sis atsakas pavadintas somatosensoriniu tylos
periodu (CSP — cutaneous silent period) (Uncini, Kujirai et al. 1991, Shefner

and Logigian 1993). Tipinis CSP atsakas pavaizduotas Paveiksle 1.5.1.

Paveikslas 1.5.1 Raumens aktyvumo slopinimas (*) po elektrinio stimulo
(juoda rodykle). VirSuje raumens elektromiogramos (EMG) signalas, o
apacioje rektifikuotas EMG. Adaptuota i§ (Floeter 2003).

CSP dazniausiai tiriamas Zmoniy galiiniy raumenyse pastovaus raumens
aktyvumo metu — tiriamajam liepiama generuoti tam tikra pastovy raumens
aktyvumga (paprastai nuo 20% iki 80% maksimalaus) (Floeter 2003) ir tada
pateikiamas stimulas. Po stimulo pateikimo stebimas motorinio atsako

slopinimas (Paveikslo 1.5.1 virSutiné dalis). Norint jvertinti laikinius CPS
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parametrus EMG aktyvumas paprastai rektifikuojamas ir vidurkinamas.
Rektifikacija — tai neigiamy veréiy pavertimas teigiamomis (kélimas kvadratu).
Rektifikacijos metu teigiamos vertés lieka tokios pacios, o neigiamos vertés
paverciamos teigiamomis. CSP latencija ir trukmé nustatoma, kai EMG
signalas kerta 50% (Manconi, Syed et al. 1998, Serrao, Parisi et al. 2001) arba
80% (Inghilleri, Cruccu et al. 1997, Rodi and Springer 2011) bazinés EMG
aktyvumo linijos.

Pastebéta, kad sustimuliavus tam tikrg somatosensorin] nerva (daZniausiai
naudojami pirSty nervai), CSP atsakas sukeliamas jvairiuose raumenyse
(Uncini, Kujirai et al. 1991, Inghilleri, Cruccu et al. 1997, Leis, Stokic et al.
2000). Po CSP daznai stebimas EMG intensyvumo padidéjimas, kuris virsija
net bazing EMG linijg (balta rodyklé Paveiksle 1.5.1) (Kumru, Opisso et al.
2009). Manoma, kad S§is motorinio atsako padidéjimas atsiranda dél MN
sinchronisko aktyvavimosi po slopinimo (Kranz, Adorjani et al. 1973).

Yra priimta, kad CSP sukeliamas stimuliuojant stipriu stimulu, kuris aktyvuoja
Ad (skausmo) nervines skaidulas (Shefner and Logigian 1993, Logigian,
Plotkin et al. 1999, Romaniello, Truini et al. 2004). Taciau yra Zinoma, kad
silpnesnis CSP sukeliamas ir mazesnio stiprumo stimulais (Uncini, Kujirai et
al. 1991, Serrao, Parisi et al. 2001). Siam nuomoniy issiskyrimui galimi du
paaiskinimai: arba dalis CSP sukeliama aktyvavus AB (ne skausmo) skaidulas,
arba ir neintensyvis stimulai aktyvuoja dalj Ad skaiduly kurios ir sukelia dalinj
CSP.

Pastebéta, kad CSP laikiniai parametrai (latencija ir trukmé) ir slopinimo
intensyvumas priklauso nuo naudojamo stimulo intensyvumo (Uncini, Kujirali
et al. 1991, Shefner and Logigian 1993, Leis, Stokic et al. 2000, Serrao, Parisi
et al. 2001, Kofler 2003). Pavyzdziui didinant stimuliavimo intensyvuma
sukeliamas stipresnis CPS (Paveikslo 1.5.2 A dalis).
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Paveikslas 1.5.2 CSP stiprumo priklausomybé nuo naudojamo stimulo
stiprumo. ST — sensorinis slenkstis. Tai stimulo stiprumas kai tiriamasis jaucia
pateiktg stimulg. Adaptuota i§ (Uncini, Kujirai et al. 1991).

CSP parametrai taip pat priklauso ir nuo valingo raumens sutraukimo stiprumo
(Paveikslas 1.5.2 B) (Uncini, Kujirai et al. 1991). Kuo raumuo sutraukiamas
stipriau — tuo maziau iSreikStas CSP sukeliamas. Taip pat pastebéta, kad
sukelto CSP parametrai priklauso nuo stimuliuojamo somatosensorinio nervo ir
tirlamo raumens (Inghilleri, Cruccu et al. 1997, Leis, Stokic et al. 2000, Kofler
2003).

CSP yra generuojamas nugaros smegeny neurony tinkly (Logigian, Plotkin et
al. 1999). Manoma, kad Sis kompleksinis refleksas, kuris apjungia atsaka
sinerginiuose raumenyse atsakinguose uz sugriebima (Leis, Stokic et al. 2000)
gali buti naudojamas kaip apsauginis mechanizmas (Inghilleri, Cruccu et al.
1997). Pavyzdziui uzéiuopus karSta ar astry objekta atitinkami raumenys
(aktyviis sugriebimo metu) yra slopinami.

Neurony tinklas generuojantis CSP néra aiSkus, o dél mechanizmo sukeliancio
CSP yra diskutuojama (Floeter 2003). Galimi §ie CSP mechanizmai: MN
slopinimas, zadinanCiy prieSmotoriniy neurony slopinimas arba $iy
mechanizmy kombinacija. Yra netiesioginiy jrodymy, kad MN CSP metu yra
slopinami (Inghilleri, Cruccu et al. 1997, Manconi, Syed et al. 1998). Taciau
kity tyrimy metu parodyta, kad MN suzadinamumas CSP metu nesumazgja,
kas paneigty MN slopinimg (Leis, Stetkarova et al. 1995, Leis, Stetkarova et al.
1996). Dél metodiniy apribojimy (negalima vidulgsteliné registracija i§ MN)

mechanizmo sukelian¢io CSP klausimas lieka atviras.
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D¢l paprasto CSP sukélimo ir matavimo, pastaraisiais metais jj stengiamasi
pritaikyti ir diagnostikai — juo stengiamasi jvertinti periferiniy nervy ir/arba
nugaros smegeny neurony tinklo bukle (Svilpauskaite, Truffert et al. 2006,
Onal, Ulas et al. 2010, Leis, Kofler et al. 2011, Oz, Erdogan et al. 2011, Pujia,
Coppola et al. 2012). Tikétina, kad CSP naudojimas diagnostikoje dar labiau

paplisty jeigu biity aiSkus ji sukeliantis mechanizmas.
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2. Metodika

2.1. Etikos leidimas

Eksperimetai  atlikti  Kopenhagos universitete, neuronal signalling
laboratorijoje ir Vilniaus universitete, neurobiologijos ir biofizikos katedroje.
Danijoje visos chirurginés procediiros atliktos pagal Danijos valstybés teisés
aktus ir patvirtintos Danijos Teisingumo Ministerijos. Lietuvoje eksperimentai

atlikti gavus Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimg (nr. 0240).

2.2. Preparato paruoSimas
Raudonausiai vézliai (n=68) (Chrysemys scripta elegans), kuriy Sarvo ilgis 10-

15 cm buvo jsigyti i§ Nasco, Fort Atkinsonas, Viskonsinas, JAV. Prie§
chirurging operacija vézlys dviem valandom padedamas ant ledo (Melby and
Altman 1974, Lennard and Stein 1977), kad sulétinti jo metabolizmg ir sukelti
mieguistumg. Hipotermija norima sumazinti gyvino stresg ir galimg skausma.
Veézl atvésinus, jo galva iStraukiama 1§ kiauto. Vézlys dekapituojamas, 0
galvos smegenys mechaniskai suardomos. Pilvinéje vézlio Sarvo dalyje
oscilaciniu pjiuklu iSpjaunama ertmé pro kurig jvedamas kateteris j Sirdj.
Perfuzijos buidu kraujas pakei¢iamas Ringer‘io tirpalu, kurio cheminé sudétis
(mM): 120 NaCl; 5 KCI; 15 NaHCOs; 2 MgCl,; 3 CaCly; 20 gliukozés ir
prisotintas dujy misiniu (98% O, ir 2% CO,), kad pasiekti pH 7.6.

Tyrimuose buvo naudojamas integruotas vézlio nugaros smegeny-$arvo
preparatas (Paveikslas 2.2.1). Pirmiausia skersiniais pjiiviais izoliuojama vézlio
Sarvo dalis su funkcionaliu neurony tinklu. Pjiiviai atlickami priekingje (ties
D3 arba D4 segmentu) ir uzpakalingje (ties D9 arba S2 segmentu) nugaros
smegeny dalyje. Motorinis nervas, jnervuojantis Slaunj sulenkiant] raumenj
(puboischiofemoralis internus, pars anteroventralis) — HF (hip flexor),
atskiriamas nuo jungiamyjy audiniy, kad biity galima jj prisiurbti registruojamu

elektrodu.
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Paveikslas 2.2.1 Integruotas vézlio nugaros smegeny-Sarvo preparatas.
Stimuliuojant mechaniskai recepcinius laukus arba elektriSkai somatosensorinj
VPP nerva sukeliamas kasymosi refleksas kuris gali biiti stebimas registruojant

motorinio nervo (HF) elektroneurograma.

Dalyje eksperimenty taip pat atskiriamas ir somatosensorinis nervas, kurj
stimuliuojant elektriSkai sukeliamas kasymosi refleksas (Paveikslas 2.2.1). I
literatiiros yra zinoma, kad tai VPP (ventral posterior pocket) somatosensorinis
nervas jnervuojantis dalj odos netoli uzpakalinés galiinés (Paveikslas 2.2.2)

(Currie and Stein 1988).
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VPP nervo
recepcinis laukas

Pavikslas 2.2.2 Vézlio uzpakaliné galiiné ir periferijos sritis aplink jg. Pilkame
fone pavaizduotas odos plotas jnervuojamas VPP somatosensorinio nervo.
Adaptuota i§ (Currie and Stein 1988).

Vidulgsteliniam neurony registravimui buvo naudojami skirtingi preparatai
(Paveikslas 2.2.3). Preparato vienas kraStas priklijuojamas prie organinio stiklo
platformos, o platforma jtvirtinama laikiklyje. Priklausomai nuo to kokie
neuronai buvo registruojami, preparato kaudalinis (Paveikslas 2.2.3 A) arba
rostralinis (Paveikslas 2.2.3 B) krastas klijuojamas prie platformos ir
nukreipiamas ] virSy. Toks preparato vertikalus jtvirtinimas leidZia vizualizuoti
nugaros smegeny skersinio pjuvio plokStuma. Kitoje (apatinéje) nugaros
smegeny kanalo puseéje jtvirtinamas plastiko vamzdelis pro kurj preparatas visa

eksperimento laika perfuzuojamas Ringer-‘io tirpalu.
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Paveikslas 2.2.3 Vézlio nugaros smegeny-Sarvo preparatas naudojamas MN
(A) ir neurony i$ kriitininiy nugaros smegeny segmenty (B) vidulastelinei
registracijai. Neuronai registruojami skersinio nugaros smegeny pjiivio
plokstumoje.

Neurony tinklo redukcijos eksperimentuose vézlio nugaros smegeny-Sarvo
preparatas jtvirtinamas horizontaliai, nugaring Sarvo dalj priklijuojant prie
vonelés dugno, o vonel¢ jtvirtinama laikiklyje. Prie§ eksperimentg paSalinamas
kaulas supantis D3-D5 nugaros smegeny segmentus, kad véliau juos biity
galima lengvai juos pasalinti. Kaudalinéje preparato dalyje jtvirtinamas
plastikinis vamzdelis pro kurj nugaros smegenys perfuzuojamos Ringer‘io

tirpalu, o pats preparatas panardinamas j Ringer‘io tirpala.

2.3. Stimuliavimas
Kasymosi refleksui (ritmiskas motorinio HF nervo aktyvumas) sukelti buvo

naudojama somatosensorinio VPP nervo (Currie and Stein 1988) elektriné
stimuliacija. Nervas stimuliuojamas prisiurbimo elektrodo pagalba. Elektrinis
somatosensorinio nervo stimuliavimas naudotas sukelti ir kasymosi refleksui,
ir somatosensoriniam tylos periodui (CSP).

Atitinkamai parenkant elektrinio stimuliavimo parametrus (stimuliavimo daznj

ir stimulo amplitude) galima sukelti kasymosi refleksg gradualiai (Currie and
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Stein 1988, Currie and Stein 1990). Eksperimenty metu stimulo intensyvumas
buvo parenkamas toks, kad nerva stimuliuojant >0.2 Hz dazniu bidavo
sukeliamas gradualus kasymosi refleksas, o stumuliavimo daznj sumazinus iki
<0.05 Hz kasymosi refleksas nebuvo sukeliamas. CSP tyrimams buvo
naudojamas toks pat stimuliavumo intensyvumas, o stimuliavimo daznis
sumazinamas iki <0.05 Hz, kad nesukelti kasymaosi reflekso.

Kasymosi refleksas buvo sukeliamas ir mechaniniu stimulu — pincetu
suznybiant odg prie uZpakalinés galinés. Tam kad tiksliai kontroliuoti
mechaninj stimulg, buvo stimuliuojama su nugludinta stikline lazdele
pritvirtinta prie garsiakalbio membranos, kuris valdomas funkciniu signalo
generatoriumi (Rosenberg 1986, Alaburda and Hounsgaard 2003). Naudotas 1
arba 2 Hz daznio sinuso formos stimulas. Toliau paveiksly apacioje pazymina
koks stimulas buvo naudotas.

Eksperimentuose sukeliant vidurinés kiino dalies kasymosi refleksa (Mortin,
Keifer et al. 1985) buvo stimuliuojama M9,5 dermatoma, kurig jnervuoja D7
nugaros smegeny segmento aferentai (Mortin  and Stein  1990).
Eksperimentuose sukeliant vidurinés kiino dalies kasymosi refleksa (Mortin,
Keifer et al. 1985) buvo stimuliuojama M8,5 dermatoma, kurig jnervuoja D6

nugaros smegeny segmento aferentai (Mortin and Stein 1990).

2.4. Registracija
Vidulgsteliné neurony registracija buvo atlickama naudojant astrius elektrodus,

pagamintus i§ plonasienio borosilikatinio stiklinio vamzdelio ir uzpildytus
elektrody tirpalu: 0.9 M CH3CO,K ir 0.1 M KCI. MN registracijai buvo
naudojami elektrodai, kuriy varza apie 40-50 MQ, o IN atveju — 50-60 MQ.
Eksperimentuose vizualizuojant IN j elektrody tirpalg buvo pridedama 2%
biocytin‘o.

Neuronai buvo registruojami taikant srovés fiksavimo (current-clamp) metoda.
Siam tikslui buvo naudojamas Multiclamp 700B stiprintuvas (Molecular
Devices). Mikroskopo pagalba preparate lengvai matoma skersiné nugaros

smegeny plokStuma, todél galima buvo vizualiai parikti elektrody jvedimo
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vietg. Elektrodai buvo jvedami j pilvinius ragus (ventral horn) (MN ir IN
registracijai) ir atskirais atvejais ] tarpin¢ pilkosios medziagos dalj
(intermedium zone) (IN registracijai). MN buvo pasirinkti tolimesnei analizei
tik tada jeigu jy membranos ramybés potencialas buvo stabilus ir neigiamesnis
uz -50mV. Daugelis IN sponataniskai generuodavo VP, todel j lasteles
papildomai buvo ileidZiama pastovi neigiama sroveé sumaZinti spontaninj VP
aktyvuma.

Matuojami bioelektriniai signalai buvo diskretizuojami 10 arba 20 kHz dazniu
naudojant Digidata 1440 arba Digidata 1322A analogas-kodas keitiklj
(Molecular Devices). Signalo atvaizdavimui naudojama Axoscope ir Clampex
programingés jrangos (Molecular Devices). Duomenys buvo jrasomi i kietaji
diska tolimesnei analizei.

HF motorinio nervo elektroneurograma (ENG) buvo registruojama Iso-DAM8
stiprintuvu (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) naudojant
prisiurbimo elektroda. Registruojamy dazniy juosta 100 Hz — 1 kHz,

stiprinimas x10* karty.

2.5. Neurony vaizdinimo protokolas
Neurony Vvaizdinimui ir jy aksony identifikavimui buvo naudojamas

konfokalinis mikroskopas Zeiss LSM 700 (Carl Zeiss, Vokietija) su operacine
sistema Zeiss Zen 2010 (Carl Zeiss, Vokietija).

Neurony dazymas buvo atlickamas pagal neuronal signalling laboratorijos
(Kopenhagos universitetas) metodika. Neuronas registracijos metu uzpildomas
biocytin‘u pro elektrodg 5-20 min. j neurong leidziant teigiamos sroveés (100-
500 pA) impulsus (250 ms trukmés, 2 Hz daznio). Po elektrofiziologinio
eksperimento, nugaros smegeny D4-D5 segmentai su neuronais uzpildytais
biocytin‘u iSimami i§ preparato ir patalpinami j 4% paraformaldehido
(paraformaldehyde) PBS (phosphate buffered saline) tirpalg ir laikomi 24-48
valandas 4°C temperatiiroje. Po to nugaros smegeny dalis tris kartus

praskalaujama PBS tirpalu ir jame patalpinama.
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Sekanciame etape nugaros smegenys skalpeliu perpjaunamos iSilgai per puse.
Nugaros smegeny puselé vidiniu krastu priklijuojama prie agaro pagrindo ir
nugaros smegeny pjaustykle/vibrotomu (VT 1000 S, Leica, Wetzlar, VVokietija)
supjaustoma j 100 um storio isilgines riekeles.

Paruostos nugaros smegeny riekelés patalpinamos j blocking buffer tirpalg su
Cyanine-3 sujungto su streptavidin‘u ir palieckamos Saldytuve per naktj.
Blocking buffer — tai 5% donkey serumas PBS-T tirpale (PBS su 0.3% Triton
X-100). Streptavidin‘as — tai molekulé pasizyminti dideliu afinisSkumu
biocytin‘ui. Cyanine-3 — tai fluorescencinis dazas, kurio suzadinimo/emisijos
bangos ilgiai atitinkamai 550/570 nm. Po inkubacijos riekelés praskalaujamos
PBS tirpalu ir jtvirtinamos ant objektinio stiklelio pridedant ProLong® Gold
reagento (Invitrogen Molecular Probes, USA), kuris stabdo fluorescencinio

dazo fotoblukima.

2.6. Duomenuy analizé

CSP laikiniai parametrai

ENG jraso fragmentai su CSP (200 ms prie§ stimulg ir 300 ms po stimulo)
buvo atrinkti kai stimulas buvo pateiktas motorinio nervo aktyvumo metu.
Kiekybiniam CSP identifikavimui maziausia 20 ENG fragmenty su CSP buvo
rektifikuoti ir paskaiCiuotas jy vidurkis. Rektifikacija — tai duomeny vérciy
pakélimas kvardatu ir kvardatinés Saknies paskaiCiavimas. Baziné linija
nustatoma kaip 100 ms ENG signalo vidurkis prie§ stimulg (nuo 50 iki 150
ms). CSP pradzia ir pabaiga laikomas momentas kai suvidurkintas ir
rektifikuotas ENG signalas kerta 80% bazinés linijos (Inghilleri, Cruccu et al.
1997, Rodi and Springer 2011). CSP latencija — tai laikas nuo stimulo
pateikimo iki CSP jsijungimo, o CSP trukmé — laikas nuo CSP pradzios iki
CSP pabaigos.
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CSP intensyvumo parametrai
CSP intensyvumas buvo jvertinamas slopinimo indeksu (SI), santykiu

rektifikuoto ENG CSP metu ir prie§ stimulg (baziné linija) (Rodi and Springer
2011).

ENG aktyvumo padid¢jimas po CSP buvo jvertintas kaip rektifikuoto ENG
aktyvumas 50 ms po CSP pabaigos. Aktyvumo padidéjimo stiprumas jvertintas
kaip IR (rebound indeksas), tai yra santykis rektifikuoto ENG padidéjimo metu

ir prie§ stimulg (baziné linija) (Kumru, Opisso et al. 2009).

Membranos laidumas
MN membranos laidumas ramyb¢je ir CSP metu buvo apskaiiuotas i8

maziausiai 3 atsaky, kuriy metu per mikroelektroda | neurong buvo jleidziama
skirtingo stiprumo nuolatiné srové. Laidumas jvertintas i$ srovés — membranos
potencialo (I-V) kreivés kiekvienam 0,1 ms laiko momentui.

MN (ir IN) membranos laidumas buvo jvertinamas i§ V,, nuokrypio sukelto
leidZiant neigiamos srovés impulsus. 250 ms trukmés srovés impulsai
pateikiami 2 Hz dazniu, o 100 ms trukmés srovés impulsai — 5 Hz dazniu.

Laidumas skai¢iuojamas pagal formulg:

Al

9= .. Vrestl + Vrest2
Vinj — ( 5 )

Formul¢ 2.6.1 Kintamieji formuléje atitinka pavaizduotus 2.6.1 paveiksle.

Paveikslas 2.6.1 Neurono laidumo skai¢iavimo schema. | neurong jleidziami
neigiamos sroveés impulsai (apacioje), kurie sukelia membranos potencialo
(Vm) nuokrypius (virsuje).
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Membranos potencialas skirtingais laiko momentais (Viest1, Vieszs  Ving)
jvertinamas kaip 100 ms momentinio V,, vidurkis. Neigiamos membranos
laidumo vertés ir 10 karty didesnés vertés nei ramybés fazéje buvo laikomos

artefaktais ir nejtraukiamos j tolesnius skai¢iavimus.

Vidutinis membranos potencialas (V)
Skirtingose biisenose (ramybé, po pirmojo elektrinio stimulo ir pan.)

membranos potencialas buvo jvertinamas kaip momentinio Vy, vidurkis per 0,5

S.

Suzadinamumas
MN suzadinamumas buvo vertinamas leidZiant ] neurong 250 ms trukmés

teigiamus srovés impulsus 2 Hz dazniu. [leidziamy impulsy stiprumas
kiekvienam MN parenkamas individualiai, kad sukelty vieng VP ramybéje
(Russo and Hounsgaard 1994, Delgado-Lezama, Perrier et al. 1997, Alaburda
and Hounsgaard 2003). Sukeliamy VP skai¢iaus pokytis parodo MN

suzadinamumo pokytj.

VP slenkstis (V)
Vy, apibribréziamas kaip Vi, verté ties kuria depoliarizacijos greitis padidéja iki

>10 V/s VP jsijungimo metu. Vy Dbuvo vertinamas VP sukeliant
depoliarizuojanciais staciakampiais sroveés impulsais (suzadinamumo testas).
Ramybéje Vi, buvo apskaiciuotas kaip 10-ties VP slenks¢iy vidutiné verté, o
laikinés integracijos metu (prie§ kasymosi reflekso jsijungima) — paskutiniyjy
3-jy VP viduting verteé.

Vp, sinapsiniy fluktuacijy jvertinimas

Signalo perdavimo tarp neurony metu prieSsinapsinio neurono aktyvumas
sukelia membranos potencialo (V,,) fluktuacijas posinapsiniame neurone. V,
fluktuacijy intensyvumas buvo jvertinamas kaip standartinis nuokrypis (SD)
nuo V, (Pare, Shink et al. 1998, Destexhe and Pare 1999) 0.5 s laiko intervale

tam tikru laiko momentu (prie$ pirmaji stimulg, 1 s po pirmojo stimulo, pries
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stimulg kuris sukelia kasymosi refleksg ir pan.). Buvo naudojami juostinis (50

Hz) ir auks$ty dazniy (>2 Hz) filtrai, kad eliminuoti 1étus V, kitimus.

Kasymosi reflekso jvertinimas
Mechaniskai stimuliuojant D7 (arba D6) nugaros smegeny segmento

recepcinius laukus sukeliamas kasymosi refleksas, kuris atsispindi kaip
ritmiskas HF motorinio nervo aktyvumas. Kasymosi reflekso epizodai buvo
sukeliami kas 4-5 min ir kartojami maZziausiai 5 kartus kiekvienai biisenai
(kontrole, paSalinus D3, D4 ir D5). Po >5 karty kasymosi reflekso sukélimo
vienas kratininis (D3, D4, D5) nugaros smegeny segmentas pasalinamas jj
nukerpant.

Kasymosi refleksas buvo charakterizuotas Siais parametrais: rektifikuoto HF
nervo ENG integralu, HF aktyvumo plitipsniy skai¢iumi ir HF plitipsniy dazniu
kasymosi reflekso metu. Plitipsnio pradzia ir pabaiga laikomas momentas Kkai
rektifikuotas ENG signalas kerta 150% bazinés linijos. Baziné linija — tai ENG
aktyvumas prie§ stimuliacija.

Neurony aktyvumo fazés analizé

D4 neurony aktyvumo fazés analizé buvo atlickama pagal anksc¢iau apraSyta
metodika (Berkowitz and Stein 1994, Stein and Daniels-McQueen 2002). HF
pliipsniai buvo normalizuojami. Plitipsnio pradzia prilyginama 0 ir 1, o
pabaiga 0,5 ir -0,5. Neurony aktyvumo (VP) pradzia ir pabaiga buvo
sulyginama su normalizuotu HF nervo plipsniu ir joms priskiriamos
atitinkamos vertés nuo -1 iki 1. Neurono fazés analizei atlikti turéjo buti
tenkinami $ie reikalavimai: D4 neuronas aktyvus ritmiskai, depoliarizacijos
metu D4 neuronas generuoja bent 3 VP, kasymosi metu generuojami bent 3 HF
plitipsniai kuriy metu D4 neuronas yra aktyvus (generuoja bent 3 VP kiekvieno

plitipsnio metu).

Statistiné analizé
Im¢iy skirtumams surasti naudotas porinis Studento t-testas (Origin software;

Microcal Software, Northampton, MA). Skirtumai laikomi reik§mingais, kai

p<0,05. ReikSmingumo lygmuo Zymimas sekanciai: n.r. kai p>0,05; * kai
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p<0,05; ** kai p<0,01 ir *** kai p<0,001. Rezultatai pateikiami kaip imties
vidurkis £ SD.
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3. Rezultatai

3.1. Kasymosi refleksai sukelti mechaniniu ir elektriniu
stimuliavimais
Jau pirmyjy nugaros smegeny tyrimy metu buvo pastebéta, kad motorinj

aktyvumg spinalizuotame Suns preparate galima sukelti tiek mechaniniais, tieck
elektriniais stimulais (Sherrington 1906). Mechaniskai stimuliuojant véZzlio
Sarvo ir/arba odos recepcinius laukus aplink uZpakalines galtines, sukeliamas
motorinis atsakas ] stimulg — kasymosi refleksas (Stein 2005). Kasymosi
refleksg in vivo vézlio preparate galima sukelti ir elektriskai stimuliuojant
somatosensorinius nervus (Currie and Stein 1988). Taip pat yra Zinoma, kad
kasymosi refleksas gali biiti sukeliamas tieck mechaniniais (Keifer and Stein
1983), tiek elektriniais (Currie and Lee 1996) stimulais in vitro vézlio
preparatuose. Kyla klausimas, ar kasymosi refleksai sukelti skirtingais
stimuliavimo biidais kokybiskai skiriasi?

Siame tyrime buvo naudojamas integruotas vézlio nugaros smegeny-3arvo in
vitro preparatas (Paveikslas 2.2.1) (Alaburda and Hounsgaard 2003).
MechniSkai stimuliuojant recepcinius laukus aplink uzpakaling galiing buvo
sukeliamas ritmiskas motorinio nervo (HF) aktyvumas (Paveikslo 3.1.1 A
vidurine kreive). Toks tipinis HF nervo aktyvumas sukeltas stimuliavimo yra
vadinamas fiktyviu kasymosi refleksu. Paprastumo délei fiktyvus kasymosi
refleksas toliau bus vadinamas tiesiog kasymosi refleksu. Siame preparate yra
galimybé¢ atlikti ir vidulgstelinius MN registravimus. Pavyzdyje pateiktame
paveikslo 3.1.1 A dalyje matome, kad MN taip pat yra ritmiskai aktyvus
(depoliarizuojasi ir generuoja VP) kasymosi reflekso metu (Paveikslo 3.1.1 A
virSutiné kreive). Kokybiskai panaSus kasymosi refleksas (HF aktyvumas ir
MN aktyvavimas) sukeliamas somatosensorinj (VPP) nerva stimuliuojant

elektriskai 2,2 Hz dazniu (Paveikslas 3.1.1 B).
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Paveikslas 3.1.1 Kasymosi refleksas sukeltas skirtingais stimuliavimo biidais.
Kasymosi refleksas sukeltas mechaniniu Sarvo (A) ir elektriniu
somatosensorinio nervo stimuliavimu (B). A ir B jrasai i§ to pac¢io MN. Nuo
virSaus: MN V,,; HF nervo ENG aktyvumas; stimulas.

Siuo pavyzdZiu norima parodyti, kad kokybiskai panasus kasymosi refleksas
sukeliamas tiek elektriniu somatosensorinio nervo stimuliavimu, tiek nattiraliu
— mechaniniu stimuliavimu. RuoSiant praparatg somatosensorinis nervas Yyra
nukerpamas, kad véliau ji galima buty galima prisiurbti ir elektriSkai
stimuliuoti. Kadangi somatosensorinis nervas buvo nukirptas, tai kasymosi
reflekso mechaniskai stimuliuojant §io nervo recepcinius laukus sukelti
nejmanoma. TO pasekoje skirtingais biidais sukeltas kasymosi refleksas yra
Inicijuojamas aktyvuojant skirtingus sensorinius neuronus. Be to stimuliuojant
skirtingais metodais sudétinga parinkti vienodg stimuly intensyvuma. Dél Siy

priezasCiy kiekybinis kasymosi refleksy palyginimas nebuvo atliekamas.

3.2. Gradualus kasymosi reflekso sukélimas
Kasymosi refleksas gali biiti sukeliamas tiesiog pincetu suznybiant odg esancig

uzpakalinés galiinés ertmeje (Paveikslas 3.2.1 A). Toks mechaninis stimulas
sukelia intensyvy, ritmiska HF nervo aktyvumg, bei registruojamo MN Vi,

depoliarizacijas.
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Paveikslas 3.2.1 Gradualus kasymosi reflekso aktyvavimas jj sukeliant
ikislenkstiniais pakartotiniais mechaniniais stimulais. Mechaninis kiino
pavirSiaus stimuliavimas sukelia neurony tinklo aktyvuma — kasymosi refleksa
(A). Atitinkamas stimuliavimo parametry parinkimas leidZia kasymosi refleksa
sukelti gradualiai — motorinis atsakas stebimas tik po antro stimulo (B). Nuo
virSaus: MN V,,; HF nervo ENG aktyvumas; stimulas.

Panaudojus stikline lazdele, kuri pritvirtinama prie garsiakalbio membranos,
mechaninis stimulg ir jo parametrus (intensyvuma, trukme bei daznj) galima
tiksliai kontroliuoti. Atitinkamai parinkus mechaninio stimulo parametrus
kasymosi refleksg galima sukelti gradualiai (Paveikslas 3.2.1 B). Pirmasis
trumpas mechaninis stimulas nesukelia jokio motorinio atsako (néra aktyvumo
HF nerve), o tokio paties stimulo pateikimas po 3 sekundziy jau sukelia
kasymosi refleksg — ritmiSkg HF nervo aktyvuma.

Toks kasymosi reflekso sukélimas leidZia manyti, kad ikislenkstinis stimulas
sukelia tam tikrg atsakg neurony tinkle, taciau $is atsakas yra per silpnas sukelti
aktyvuma motorinéje tinklo dalyje. Sie ikislenkstiniai atsakai neurony tinkle
gali sumuotis ir pakartotinis ikislenkstiniy stimuly pateikimas tam tikru dazniu
sukelia motorinj atsaka — kasymosi refleksg. Tokia somatosensoriniy stimuly
integracija parodo, kad izoliuotas nugaros smegeny neurony tinklas
informacijg apie stimulg ,,saugo* ilgiau nei 1 sekunde. Panasi nugaros smegeny
somatosensoriniy stimuly integracija pristatyta ir anksCiau in Vivo
organizmuose (Sherrington 1906, Crowe and Linnartz 1985, Currie and Stein
1988, Currie and Stein 1990).

Norint tiksliau kontroliuoti pateikiamus stimulus, gradualaus kasymosi reflekso
tyrimui buvo adaptuotas elektrinis somatosensoriniy nervy stimuliavimas, kuris
detaliai apraSytas ankstesniuose tyrimuose (Currie and Stein 1988, Currie and

Lee 1996). Kasymosi reflekso sukélimas naudojant somatosensoriniy nervy
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elektring stimuliacijg priklauso tiek nuo naudojamy stimuly intensyvumo
(Paveikslas 3.2.2 A), tieck nuo stimuliavimo daznio (Paveikslas 3.2.2 B).
Pateikiant 4 elektrinius stimulus 5 sekundZiy intervalais, Zemo intensyvumo
stimulai (154A) nesukelia jokio aktyvumo HF nerve (Paveikslas 3.2.2 Aa).
Padidinus stimuliavimo intensyvumag iki 20 pA kasymosi refleksa galime
sukelti gradualiai (Paveikslas 3.2.2 Ab). Po pirmojo stimulo HF nervo
aktyvumo néra, taciau sekantys trys stimulai sukelia posinapsinj aktyvuma MN
(virSutineé kreive) ir aktyvumag HF nervo ENG (viduring kreive). Stimuliavimo
intensyvuma dar labiau padidinus (30 pA) kasymosi refleksas sukeliamas jau

po pirmojo elektrinio stimulo (Paveikslas 3.2.2 Ac).

|
|
Aa Ab Ac l }
/’\M\/\ i /\v' \\/r\-\\/ k/*\\w‘ '\,")\‘\u.,’h\
i e
15pA 20pA 30pA
5s
Ba Bb Bc
M 50mV
i HF
0.37Hz 1.1Hz 2.2Hz

stimulas

Ss
Paveikslas 3.2.2 Gradualus kasymosi reflekso aktyvavimas ikislenkstiniais
pakartotiniais elektriniais stimulais. Kasymosi reflekso sukélimo
priklausomybé nuo stimulo stiprumo (A) ir pateikiamy stimuly daznio (B).
Silpnas stimulas nesukelia motorinio atsako (Aa), 0 pakankamai stiprus
stimulas motorinj atsaka sukelia i§ karto (Ac). Vidutinio intensyvumo
stimuliavimas leidZia kasymosi refleksg sukelti gradualiai (Ab). Nuo virSaus:
MN V,,; HF nervo ENG aktyvumas; stimulas.

Kaip jau minéta, kasymosi reflekso sukélimas taip pat priklauso ir nuo
stimuliavimo daznio (Paveikslas 3.2.2 B). Somatosensorinj nerva stimuliuojant
0,37 Hz dazniu (17 pA stiprio srove) kasymosi refleksas nesukeliamas
(Paveikslas 3.2.2 Ba). Stimuliavimo daznj padidinus iki 1,1 Hz (stimuly stipris

toks pat — 17 pA) matomas nezymus HF nervo aktyvumas, bei posinapsiniai
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1¢jimai MN (Paveikslas 3.2.2 Bb). Stimuliavimo daznj padidinus iki 2,2 Hz
stebimas tipinis kasymosi refleksas — ritmiskas HF nervo aktyvumas, bei
intensyvus posinapsinis MN aktyvavimas (Paveikslas 3.2.2 Bc).

Daugelyje naudoty preparaty (18 1§ 25) stimuliavimo parametrus buvo galima
parinkti taip, kad kasymosi refleksas (HF nervo ENG aktyvumas) biity
sukeliamas antro (arba sekancio) stimulo be HF aktyvumo po pirmojo stimulo,
kai stimuliavimo daznis mazesnis nei 1 Hz. Tipinis naudojamo protokolo
pavyzdys pateiktas 3.2.2 paveikslo Ab dalyje. Siais rezultatais patvirtinama,
kad nugaros smegeny neurony tinklas pasizymi sekundziy eilés

somatosensoriniy stimuly laikine integracija.

3.3. Somatosensorinis tylos periodas
Sukeliant kasymosi refleksg elektriSkai visy pirma buvo norima iSsiaiSkinti,

kokius trumpalaikius atsakus sukelia elektrinis stimulas. Buvo vertinami HF
nervo ir MN atsakai ] elektrinj stimulg. Pastebéta, kad elektrinis stimulas
sukelia motorinio aktyvumo slopinima — slopinamas HF nervo ir MN
aktyvumai (pavyzdys Paveikslo 3.3.1 A dalyje). Toks HF aktyvumo slopinimas
gali buti stebimas, kai elektrinio stimulo pateikimo metu nervas yra aktyvus.
Laikiniai slopinimo parametrai buvo jvertinti i§ rektifikuoty HF nervo ENG
epizody (Paveikslas 3.3.1 B). Tolesnei analizei ENG epizodai buvo atrinkti tik
tie, kai stimulo pateikimo metu motorinis HF nervas buvo aktyvus.

A

. baziné linija
80%
o~ h.\/x/ | AN » V\f""d/h.q M/ “.—"j“".w/-”‘\.b:\,.,\“ EN G
) Y o—)
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1

100ms 100 0 100 200  lakas,ms

Paveikslas 3.3.1 Motorinio aktyvumo slopinimas po elektrinio
somatosensorinio nervo stimulo. HF aktyvumo ir MN VP generavimo
slopinimas po elektrinio stimulo (A). Paveikslo B dalyje pavaizduotas
kokybinis slopinimo jvertinimas, pilkame fone pavaizduotas slopinimo
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periodas, o rodyklés rodo slopinimo pradZig ir pabaiga. A nuo virSaus: MN V ;
HF nervo ENG aktyvumas; stimulas. B nuo virSaus: HF nervo ENG aktyvumy
vidurkis; HF nervo ENG aktyvumai; stimulas.

Toks motorinio aktyvumo slopinimas buvo stebimas 9 1§ 10 tirty preparaty. Jo
latencija (laikas nuo stimulo pateikimo iki slopinimo pradzios) buvo 22,2 + 6,8
ms, o trukmé — 24,9 + 10,7 ms (n=9). Slopinimo stiprumas buvo jvertinamas
slopinimo indeksu Sl ir buvo lygus 0,52 + 0,14 (p<0,001, n=9).

Pastebéta, kad po HF aktyvumo slopinimo ENG aktyvumas Zenkliai padidéja ir
net virSija bazinj ENG aktyvumo lygj (virSutin¢ kreivé Paveikslo 3.3.1 B
dalyje). Toks ENG padidéjimas buvo stebimas 8 i§ 9 preparaty. Sis ENG
padid¢jimas buvo jvertintas IR indeksu ir buvo lygus 1,3 + 0,21 (p<0,05, n=8).
I$ ankstesniy tyrimy yra zinoma, kad Zmogaus odos elektrinis stimuliavimas
(ypa¢ jei pateikiamas stimulas yra skausmingas) gali sukelti slopinima
motoriniame atsake (Uncini, Kujirai et al. 1991, Floeter 2003). Sis motorinio
aktyvumo slopinimas vadinamas somatosensoriniu tylos periodu (cutaneous
silent period, CSP). CSP intensyviai tirtas Zzmonése, todél gerai
charakterizuotas. Laikiniai parametrai nustatyti Siame tyrime atitinka laikinius
parametrus nustatytus zmonéms (zitréti diskusijg). Tikétina, kad vézlio
nugaros smegeny neurony tinklas generuoja tokj pat] atsaka j elektrinj
somatosensorinj stimulg kaip ir stebimg Zmonése. Toliau, slopinimas stebétas

Siame tyrime taip pat bus vadinamas CSP.

Mechanizmas sukeliantis somatosensorini tylos periodg
Galimi keli motorinio aktyvumo po elektrinio stimulo slopinimo mechanizmai:

MN slopinimas, prieSmotoriniy neurony slopinimas, arba $iy mechanizmy
kombinacija. Norint nustatyti kuris mechanizmas sukelia CSP, buvo
analizuojami vidulgsteliniai  MN jraSai. MN kasymosi reflekso metu
dazniausiai biina ritmiskai aktyvis, todél analizei buvo atrinkti epizodai, kai

elektrinis stimulas pateikiamas MN aktyvumo metu (Paveikslas 3.3.2). Kaip ir
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buvo galima tikeétis, po stimulo MN generuoja maziau VP (Paveikslo 3.3.2

vir§uje), o motorinio nervo aktyvumas sumazéja (Paveikslo 3.3.2 vidurys).

MWWWMMMMMMV M,,M.WIWML-NW‘"WWMW%
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stimulas

100ms
Paveikslas 3.3.2 MN aktyvumo slopinimas CSP metu. Somatosensorinio nervo
stimuliavimas sukelia MN slopinimg neurony tinklo aktyvumo metu. Nuo
virSaus: MN V,,; rektifikuotas ir suvidurkintas HF nervo ENG aktyvumas;
stimulas.

IS ankstesniy tyrimy yra zinoma, kad MN laidumas Zenkliai padidé¢ja kasymosi
reflekso metu (Alaburda, Russo et al. 2005, Berg, Ditlevsen et al. 2008). Sio
padidéjusio laidumo metu MN tuo paciu metu gauna zadinancius ir
slopinandius jéjimus (Berg, Alaburda et al. 2007). Sis kombinuotas
zadinimas/slopinimas neleidZia vienareikSmiskai nustatyti kuris mechanizmas
(sinapsinis slopinimas ar sumaz¢jes MN Zadinimas) dominuoja CSP metu.

Problemos sprendimui buvo pasinaudota kasymosi reflekso tinklo aktyvavimo
savybe — gradualiu kasymosi reflekso sukélimu. CSP mechanizmo nustatymui,
somatosensorinis nervas buvo stimuliuojamas Zemo daznio (<0,05 Hz),
atitinkamo stiprumo elektriniais stimulais nesukeliant kasymosi reflekso. Jeigu
somatosensorinis nervas buvo stimuliuojamas tokio paties stiprumo stimulais
>(0,2 Hz dazniu, tai sukeliamas gradualus kasymosi refleksas. Taikant zemo
stimuliavimo daznio protokolg, buvo galima analizuoti elektrinio stimulo

sukeltus posinapsinius atsakus (Paveikslas 3.3.3).
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Paveikslas 3.3.3 MN slopinimas CSP metu. Somatosensorinio nervo
stimuliavimas sukelia MN slopinimg ramybe¢je. Nuo virSaus: MN laidumas;
MN V, prie skirtingy 1 MN ileidZziamy srovés stiprio ver¢iy; srove jleidZiama |
MN; stimulas. Posinapsiniy potencialy CSP metu reversija yra apie -70 mV.

Nustatyta, kad po somatosensorinio nervo stimuliacijos sukeliamas
polisinapsinis (daugiau nei vienas) posinapsinis potencialas. Sio polisinapsinio
atsako latencija artima CSP latencijai nustatytai i§ HF ENG atsaky.
Posinapsinis atsakas ] somatosensorinio nervo stimuliavimg buvo
hiperpoliarizuojantis, kai V vertés buvo artimos Vg, ir slopindavo VP
aktyvumga sukeltg pastovios jleidziamos teigiamos sroves (virSutinis Vp, jrasas
3.3.3 Paveiksle). Tai parodo, kad somatosensorinio nervo stimulas, sukeliantis
CSP  motorinio aktyvumo metu, aktyvuoja neurony tinklg, kuris
konverguodamas § MN sumazina jy suzadinamuma dé¢l tiesioginio posinapsinio
slopinimo.

Posinapsinio atsako j somatosensorinio nervo stimulg dydis buvo jvertintas
kaip MN membranos laidumo pokytis CSP metu (virSutiné kreivé Paveiksle
3.3.3). MN laidumas ramyb¢je (pries stimulg) buvo 80,8 + 34,3 nS, o CSP
metu (20-50 ms po stimulo) — 124,6 + 60,4 nS (n=15). MN laidumas CSP metu
padidéja 55 = 38 % (p<0,001, n=15).
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Sie rezultatai parodo, kad CSP metu MN slopinimas padidéja ir jis gali lemti

motorinio aktyvumo slopinimg kasymaosi reflekso metu.

3.4. Laikiné somatosensoriniy jéjimy integracija

Motoneurony V, ir suzadinamumas prie§ kasymosi reflekso jsijungima
Gradualaus kasymosi reflekso aktyvavimo metu somatosensoriné informacija
apie prieS tai buvusj stimulg i§saugoma iki keliy sekundziy. Viena i§ galimy
S10s informacijos saugojimo viety — tai MN ir jy vidiniy savybiy pasikeitimas.
Yra manoma, kad MN prie Kintan¢iy funkciniy poreikiy adaptuojami
metabotropiskai moduliuojant jy vidines savybes (Delgado-Lezama and
Hounsgaard 1999). MN suzadinamuma galima padidinti stimuliuojant
besileidziancius traktus (DLF ar MLF) ir aktyvuojant glutamatergines sinapses
(Delgado-Lezama, Perrier et al. 1997, Delgado-Lezama, Perrier et al. 1999).
MN suzadinamumo kitimas nustatytas ir funkcionalaus neurony tinklo veikimo
metu — katéje tick lokomocijos (Krawitz, Fedirchuk et al. 2001), tiek kasymosi
reflekso metu (Power, McCrea et al. 2010). Viena i§ galimybiy, kad
somatosensoriniy jéjimy laikiné integracija vyksta d¢l MN vidiniy savybiy
moduliacijos, kuri padidina jy suZadinamuma.

Paprasciausias biidas MN suzadinamumui padidinti — V,, depoliarizacija. Jeigu
pirmasis stimulas sukelty MN V., depoliarizacijg, kuri tegstysi iki sekancio
stimulo, tai sekancio stimulo sukelta Vi, depoliarizacija sumuosis su pirmaja
(laikiné Vp, sumacija). Tod¢l pirmiausia tirta, ar ikislenkstinis somatosensorinis
stimulas sukelia zenkly MN V|, pokyti prieS kasymosi reflekso jsijungima.
Nustatyta, kad MN V,, kontroléje (-64,8 + 6,7 mV) zenkliai nesiskyré nuo Vp,
(-64,5 £ 6,5 mV) pries stimulg sukeliantj kasymosi refleksa (pilki stulpeliai

paveiksle 3.4.1 A parodo kuriais laiko momentais buvo vertinamas V) (n=20).

81



‘ ;,“ i, i i
L VL L\ 50mV
b opamiman———— ||
stimulas
5s
m Iy
" /] in i A “’, j,\,‘ﬂ Wl '/v‘F ‘,\’-\ ‘;’ ‘,,,': ,}'r“ ‘J" "ul,“_"ly,‘ ‘w'./' "\‘ \ ”
SR uw uJ \,(q" W JJT"«" T N Nl AT W J ALl 1
MU UL UL L 10 40A
souig— HF
I | stimulas

5s

Paveikslas 3.4.1 MN V,, ir suzadinamumas nesikei¢ia gradualaus kasymosi
reflekso sukélimo metu. MN Vi, prie§ stimulg sukeliant] motorinj atsaka yra
toks pat kaip ir kontrol¢je (pilki stulpeliai A dalyje). MN suzadinamumas pries
stimulg sukeliant] motorinj atsaka yra toks pat kaip ir kontrol¢je (pilki
stulpeliai B dalyje). Irasai pateikti A ir B dalyse yra skirtingy MN. A nuo
virSaus: MN V,; HF nervo ENG aktyvumas; stimulas. B nuo virSaus: MN V;;
ileidziami srovés stimulai; HF nervo ENG aktyvumas; stimulas.

Yra zinoma, kad neurony suzadinamumas gali pasikeisti ir be Zenklaus V,
pokyc¢io (Russo and Hounsgaard 1996, Delgado-Lezama, Perrier et al. 1997,
Russo, Nagy et al. 1997). Todél, MN suzadinamumo poky¢iams nustatyti buvo
naudojamas suzadinamumo testas (Paveikslas 3.4.1 B). Buvo lyginami MN
atsakai ] virSslenkstinj srovés stimulg kontroléje su atsakais gradualaus
kasymosi reflekso sukélimo metu. 7 i§ 12 MN suZadinamumas iSkart po
pirmojo stimulo padid¢jo, 1 — sumaZéjo ir likusiuose 4 MN nesikeite.
Somatosensorinis stimulas sukelia intensyvius trumpalaikius posinapsinius
1¢jimus MN, kas gali pakeisti ir MN suZadinamumg i8kart po stimuliacijos.
Visuose MN (n=12) atsakas ] virSslenkstinj stimulg, esantj pries

somatosensorinj stimulg sukeliant] kasymosi refleksa, buvo nepakites (pilki
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stulpeliai paveiksle 3.4.1 B parodo kuriais laiko momentais MN
suzadinamumas buvo lyginamas).

MN suzadinamumas gali padidéti dél Vy, hiperpoliarizacijos fiktyvios
lokomocijos (Krawitz, Fedirchuk et al. 2001) ir kasymosi reflekso (Power,
McCrea et al. 2010) metu. Suzadinamumo testas pristatytas auksc¢iau gali buti
nejautrus maziems Vy, pokyciams, todél Vy, kasymosi reflekso inicijavimo
metu taip pat buvo jvertintas. Nustatyta, kad MN Vy, prie§ kasymosi reflekso
isijungimg (-41,8 + 5,5 mV) nesiskyré nuo Vy, kontroléje (-41,6 + 5,2 mV)
(p>0,05, n=12).

Aukséiau aptarti rezultatai parodo, kad MN V,, ir suzadinamumas reik§mingal
nesikeiCia gradualaus kasymosi reflekso jsijungimo metu. Galima teigti, kad
gradualiam kasymosi reflekso sukélimui néra butinas MN vidiniy savybiy (V,

ir suzadinamumo) pokytis.

PrieSmotorinio tinklo aktyvumas prie§ kasymosi reflekso jsijungima
Pastebéta, kad po ikislenkstinio stimulo Zenkliai padidéja MN Vi, fluktuacijy.

Vn fluktuacijos — tai posinapsiniai jé¢jimai. Vi, fluktuacijy MN padidéjimas
parodo, kad Sie MN gauna posinapsinius j¢jimus i§ neurony sudaranciy
sinapses su jais. Tokie tarpiniai neuronai, kurie sudaro sinapses su MN, dar
vadinami prieSmotoriniais neuronais. Taigi MN Vi, fluktuacijy padidé¢jimas
parodo, kad padidéja priesmotoriniy neurony aktyvumas (VP generavimas).
Paveiksle 3.4.2 A pavyzdyje pirmasis ikislenkstinis stimulas sukelia ilgai
trunkancias (>1 s) Vp, fluktuacijas — posinapsinius jéjimus MN (virSutiné
kreive) be aktyvumo padidéjimo HF (viduring kreive).

Posinapsiniy jéjimy intensyvumas buvo jvertinamas kaip V,, standartinis
nuokrypis (SD) (Pare, Shink et al. 1998, Destexhe and Pare 1999). Buvo
palyginti MN V, SD ramybéje (pries pirmajj stimulg) (I), 1 s po pirmojo
stimulo (II) ir prie§ stimula, kuris sukelia HF aktyvuma (III) (pilki stulpeliai
Paveiksle 3.4.2 A parodo kuriais laiko momentais buvo vertinamas V., SD).
Vn SD ramybéje buvo 0,25 + 0,08 mV, padidé¢jo iki 0,49 £ 0,23 mV (1 s po
stimulo) ir liko padidéjes ties 0,36 = 0,18 mV jvertinant paskutinés 0,5 s
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intervale pries stimulg sukeliant; kasymosi refleksa (n=20, paveikslas 3.4.2 B).
MN V., SD 1 s po pirmojo stimulo ir pries stimulg sukeliant] kasymosi refleksa
buvo patikimai didesnis uz V,, SD ramybé¢je. Taip pat V., SD 1 s po stimulo
buvo patikimai didesnis nei prie§ stimulg sukeliantj motorinj atsakg. Tai rodo,
kad prieSmotorinio tinklo aktyvumas laikinés integracijos metu gradualiai
maz¢ja. Pazymétina, kad gradualaus kasymosi reflekso jsijungimo metu
nebuvo stebimas kasymosi refleksui biidingas létas V., fluktuacijy
ritmiskumas. PrieSmotorinio tinklo aktyvumas buvo toninis — intensyviausias

po stimulo ir mazéjantis laike.
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Paveikslas 3.4.2 Padid¢jes prieSmotorinio neurony tinklo aktyvumas
gradualaus kasymosi reflekso aktyvavimo metu. llgai trunkancios (>1 s) MN
V, fluktuacijos po elektrinio stimulo rodo padidéjusj prieSmotoriniy neurony
aktyvumg (A). MN V, fluktuacijos yra didesnés pra¢jus 1 s po stimulo (II) ir

pries sekantj stimulg (II1) nei ramybéje (I) (pilki stulpeliai A dalyje). MN
fluktuacijos jvertintos kaip Vy, standartinis nuokrypis (SD) 0,5 s intervale (B).
A nuo virSaus: MN V,,; HF nervo ENG aktyvumas; stimulas. Im¢iy skirtumai
statistiSkai reikSmingi su tikimybe p<0,01 (**) ir p<0,001 (***), n=20.

Deél posinapsiniy j¢jimy MN yra budingos didelio membranos laidumo biisenos
kasymosi reflekso metu (Alaburda, Russo et al. 2005, Berg, Alaburda et al.
2007, Berg, Ditlevsen et al. 2008). Kad jvertinti posinapsiniy jéjimy
intensyvuma gradualaus kasymosi reflekso sukélimo metu, buvo skai¢iuojamas
MN membranos laidumas (Paveikslas 3.4.3). MN membranos laidumas
ramybeéje (73 + 36,5 nS) ir prie§ stimulg sukeliant] kasymosi refleksg (73,6 +
37,2 nS) (pilki stulpeliai Paveiksle 3.4.3 parodo kada buvo vertinamas
laidumas) patikimai nesiskyré (p>0,05, n=15).
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Paveikslas 3.4.3 MN membranos laidumas gradualaus kasymosi reflekso
sukélimo metu reikSmingai nesikeic¢ia. MN laidumas ir jo kitimas buvo
jvertinamas jleidZiant neigiamos srovés impulsus. Nuo virSaus: MN laidumas;
MN V,; HF nervo ENG aktyvumas; jleidZiami neigiamos sroveés impulsai;
stimulas.

Galima teigti, kad posinapsiniai j¢jimai MN laikinés integracijos metu yra
nepakankamai intensyviis, kad padidinty MN laidumg. Taip pat reikéty
paminéti, kad Sis MN membranos laidumo jvertinimo metodas gali buti

nejautrus maziems ir trumpiems laidumo pokyciams aptikti.

PrieSmotorinio tinklo aktyvumo didéjimas po pakartotiniy ikislenkstiniy
stimuly
Parinkus stimuliavimo intensyvuma, kasymosi refleksa galima sukelti ne antru,

bet treciu (ar vélesniu) ikislenkstiniu stimulu (Paveikslas 3.4.4 Aa ir Ab).
Tokiomis salygomis buvo palygintas MN V,, SD ramybéje (I), 1 s po pirmojo
stimulo (1), 1 s po antrojo stimulo (I11) (pilki stulpeliai Paveiksle 3.4.4 Aa ir
Ab). SD ramybéje buvo 0,24 + 0,09 mV, po pirmojo stimulo — 0,25 + 0,06 mV,
0 po antrojo — 0,66 + 0,33 mV (n=8) (Paveikslas 3.4.4 B). Priesmotorinio
tinklo aktyvumas buvo patikimai didesnis po antrojo stimulo, nei po pirmojo ar

ramybe¢je (p<0,01).
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Paveikslas 3.4.4 PrieSmotorinio neurony tinklo aktyvumo did¢jimas
stimuliuojant pakartotinais ikislenkstiniais stimulais. Zadinan¢iy (Aa) ir
slopinanciy (Ab) posinapsiniy jéjimy MN didéjimas kaip atsakas j ikislenkstinj
stimuliavimg. MN fluktuacijos jvertintos kaip SD kontrol¢je (I), 1 s po pirmojo
stimulo (IT) ir 1 s po antrojo (III) (pilki stulpeliai Aa ir Ab dalyse). Irasai Aa ir
Ab dalyse 18 skirtingy MN. Aa ir Ab nuo virSaus: MN V,;; HF nervo ENG
aktyvumas; stimulas. Im¢iy skirtumai statistiSkai reikSmingi su tikimybe
p>0,05 (n.s.) ir p<0,01 (**), n=8.

Reikia paminéti, kad MN stebimi ne tik Zadinantys posinapsiniai jéjimai
laikinés integracijos metu. 3 1§ 8 MN aiSkiai dominuoja slopinantys
posinapsiniai jéjimai gradualaus kasymosi reflekso aktyvavimo metu

(Paveikslas 3.4.4 Ab).

L-tipo Ca** jtaka leikinei somatosensoriniy jéjimy integracijai
Sekanc¢iame etape buvo tirtas galimas gradualy kasymosi refleksg sukeliantis

mechanizmas. Buvo tiriama L-tipo kalcio jony srovés jtaka gradualaus
kasymosi reflekso sukélimui. Siam tikslui visas nugaros smegeny neurony
tinklas buvo perfuzuojamas kontroliniu Ringer‘io tirpalu, o po to j ji buvo
pridedama specifinio L-tipo Ca®* kanaly blokatoriaus — nimodipin‘o (nuo 10
iki 25 uM). Kasymosi refleksas buvo sukeliamas naudojant jvairius stimulus —

skirtingo daznio elektrinius (0,37, 1,1 ir 5,5 Hz) ir mechaninj stimuliavima.
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3.4.5 paveiksle matoma, kad nimodipin‘as blokuoja gradualy kasymosi
reflekso sukélimg — kasymosi refleksas nesukeliamas zemo daznio (0,37 Hz)
elektriniais stimulais pridéjus L-tipo Ca®* kanaly blokatoriaus. Taip pat
kasymosi refleksas kai kuriais atvejais nesukeliamas net ir vidutinio daznio
(1,1 Hz) elektriniu stimuliavimu. Naudojant didesnio daznio (5,5 Hz) arba
mechaninj stimuliavima, kasymosi refleksas sukeliamas ir po nimodipin‘o

pridéjimo 1 Ringer-‘io tirpalg (Paveikslo 3.4.5 deSiné pusé).

kontrolé
,,,,,,,,, A stimulas
B +nimodipin‘as

- HH— —ﬂﬂwv—
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0.37Hz 1.1Hz 5.5Hz mechanlnus 5s

Paveikslas 3.4.5 Nimodipin‘as blokuoja gradualy kasymosi reflekso sukélima.
A dalyje — kasymosi refleksas sukeliamas VPP nervg stimuliuojant 30 pA

stimulas

stiprumo, skirtingo daznio elektriniais stimulais, bei mechaniniu stimuliavimu.
B — kasymosi reflekso sukélimas naudojant tokj pat stimuliavimg po 30-60 min
po nimodipin’o pridéjimo j Ringer‘io tirpalg. Nuo virSaus: HF nervo ENG
aktyvumas, stimulas.

Toks nimodipin‘o efektas stebétas visy pilotiniy eksperimenty metu (n=3), kai
nugaros smegeny neurony tinklas buvo perfuzuojamas 30-60 minuciy
Ringer ‘10 tirpalu turin¢iu nimodipin‘o.

Norint jsitikinti ar nimodipin‘as tikrai blokuoja somatosensoriniy j&jimy laiking
integracija buvo padidintas stimulo stiprumg. Stimulo stiprumo padidinimas
leido vel sukelti kasymosi refleksg gradualiai net ir po 90-120 minuciy
perfuzijos su Ringer‘io tirpalu turin¢iu nimodipin‘o (Paveikslas 3.4.6).
Paveikslo 3.4.6 A dalyje somatosensorinis nervas buvo stimuliuojamas 0,37 Hz
dazniu, o B — 1,1 Hz daZniu. Somatosensorinj nervg stimuliuojant 30 pA
stiprumo srovés stimulais kasymosi refleksas nesukeliamas (kontroléje tokio
stiprumo stimuliavimas kasymosi refleksg suk¢l¢). Padidinus stimuly stipruma

iki 50 HA kasymosi refleksas sukeliamas stimuliuojant 1,1 ir 0,37 Hz stimulais.
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Paveikslas 3.4.6 Gradualus kasymosi refleksas sukeliamas padidinus stimulo

stipruma po nimodipin‘o. Kasymosi reflekso sukélimas 0,37 Hz (A) ir 1,1 Hz

(B) daznio stimuliavimu. Elektrinio stimulo stiprumas: 30 pA (virSuje), 40 pA
(viduryje) ir 50 pA (apacioje).

Sie pilotiniai tyrimai parodé, kad L-tipo Ca?* kanaly blokavimas nimodipin‘u
greiCiausiai nespecifiSkai sumazina neurony tinklo suzadinamumg, o ne
blokuoja laikinés integracijos mechanizmg (pvz. prieSmotorinio tinklo
padidéjusj aktyvuma). Pastebéjus §j nespecifiska L-tipo ca®t kanaly blokavimo
poveikj gradualiam kasymosi reflekso  sukélimui, farmakologiniai

eksperimentai toliau nebuvo vykdomi.

3.5. Kriitininiai nugaros smegeny segmentai ir ju vaidmuo
kasymosi reflekso generavime

Kritininiai nugaros smegeny segmentai aktyviai dalyvauja kasymosi
reflekso generavime
Stimuliuojant recepcinius laukus aplink uzpakaling véZzlio galiing, galima

sukelti trijy tipy kasymosi refleksus: priekinés, vidurinés ir uzpakalinés kiino
dalies (Mortin, Keifer et al. 1985). Vidurinés kiino dalies kasymosi refleksas
ypatingas tuo, kad aferentai jnervuojantys recepcinius laukus i$sidéste strény
srities iSplatéjime (D7-D8 nugaros smegeny segmentai) (Mortin and Stein
1990). Kasymosi reflekso vykdymui aktyvuojami motoriniai neuronai iSsidéste
taip pat strény srityje (Ruigrok and Crowe 1984). Todél galima manyti, kad
sukélus vidurinés kiino dalies kasymosi refleksg visas aktyvus neurony tinklas

bus lokalizuotas strény srities iSplatéjime.
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Sis kasymosi reflekso tipas leidzia tirti nutolusiy nugaros smegeny segmenty
(pavyzdziui kriitininiy nugaros smegeny segmenty) jtaka kasymosi reflekso
generavimui. PaSalinus Siuos segmentus nepaZeidZiamos nei sensoring, nei
motoriné neurony tinklo dalis. Tod¢l pirmiausia buvo tiriama kokia kriitininiy
nugaros smegeny segmenty (D3-D5) jtaka vidurinés kino dalies kasymosi
reflekso generavimui.

Mechaniskai stimuliuojant M9,5 dermatoma (D7 nugaros smegeny segmento
recepcinis laukas) sukeliamas kasymosi refleksas kuris atsispindi ritmisku HF

motorinio nervo aktyvumu (Paveikslas 3.5.1 B).
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Paveikslas 3.5.1 Nugaros smegeny kriitininiy segmenty (D3-D5) jtaka
vidurinés kiino dalies kasymosi reflekso generavimui. Kasymosi refleksas (B)
sukeltas vézlio nugaros smegeny-Sarvo preparate (A). Pasalinus kritininius
segmentus (D3-D5) sukeliamas ,,silpnesnis* kasymosi refleksas, kas atsispindi
sumazejusiu HF ENG integralu (Ca), HF plitipsniy skai¢iumi (Cb) ir HF
pliipsniy dazniu (Cc). Im&iy skirtumai statistiskai reikSmingi su tikimybe
p<0,05 (*) ir p<0,01 (**), n=6.

Kaip matyti 3.5.1 paveiksle, pasalinus kriitininius nugaros smegeny segmentus

kokybiSkai kei¢iasi HF nervo aktyvumas. Pastebéta, kad po Siy segmenty
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pasalinimo kasymosi refleksas tampa maziau ritmiSkas — maziau HF plitipsniy,
jie tampa ilgesni.

Sis eksperimentas buvo kartojamas su 3 véZlio preparatais sukeliant kasymosi
refleksg kairéje ir deSin¢je puséSe alternuojanciai ir Salinant kriitininius
nugaros smegeny segmentus po vieng (D3, D4, DS5). Buvo palygintas
rektifikuoto HF ENG integralas, HF plitpsniy skai¢ius ir HF plitipsniy
vidutinis daznis per kasymosi reflekso epizoda. Visi Sie HF aktyvumo
parametrai maZz¢ja paSalinus kritininius nugaros smegeny segmentus
(Paveikslo 3.9.1 Ca, Cb, Cc dalys).

Neurony tinklo redukcijos eksperimentai buvo atlikti dar su trim vézlio
preparatais paSalinant D4 ir po to D5 nugaros smegeny segmentus (n=1) arba
pasalinant visus tris kritininius segmentus (D3-D5) iSkart (n=2). Visy $iy
eksperimenty metu gauti panasiis rezultatai — po kriitininiy nugaros smegeny
segmenty paSalinimo tendencingai maz¢ja rektifikuoto ENG integralas, HF

pliipsniy skaiCius ir daZnis.

D4 segmento neurony aktyvacija vidurinés kiino dalies kasymosi reflekso
metu
Toliau buvo tiriama kokig informacija apie kasymosi refleksg gauna neuronai

esantys kriitininiuose nugaros smegeny segmentuose. Buvo registruojami D4
segmento neuronai vidulgsteliniu biidu tuo paciu metu sukeliant vidurinés ktino
dalies kasymosi refleksg. IS viso buvo uZregistruota 105 neuronai ir jy atsakai j
vidurinés kiino dalies kasymosi refleksg. Pagal kokybinius skirtumus neurony
atsakai ] kasymosi refleksg buvo suskirstyti j tris tipus: neaktyvuojami,
aktyvuojami toniskai ir aktyvuojami ritmiSkai (Paveikslo 3.5.2 D skrituline
diagrama). 10 1§ 105 neurony nebuvo aktyvuojami (nesimato posinapsiniy
potencialy) kasymosi reflekso metu (Paveikslas 3.5.2  A). Likusiuose
neuronuose (95 i§ 105) buvo stebimi atsakai j kasymosi refleksg —
posinapsiniai potencialai ir/arba veikimo potencialai (VP). Dalis neurony (44 18§
105) vidurinés kiino dalies kasymosi reflekso metu buvo aktyvuojami toniskai

(Paveikslas 3.5.2 B). Paskutiné neurony grupé (51 i§ 105) kasymosi reflekso
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metu buvo aktyvuojama ritmiSkai (Paveikslas 3.5.2 C). Idomu tai, kad
ritmiSkumas koreliuoja su motoriniu atsaku — HF nervo aktyvumu. Tai parodo,
kad D4 neuronai aktyvuojami neurony tinklo generuojan¢io motorinj atsakg —

kasymosi refleksa.

A
50mv 4|
LWF’\'J»"‘"\NJ\MW« 50mV
it HF
s oo HF
..__.____/\/\/\/\/\[ stimulas )
AV, stimulas
5s 5s
C D
A
s
41.9% -C
kawﬂdwwm%_ 50mV
9.5%
i - HF 48.6% n=105

/\,/ stimulas

5s

Paveikslas 3.5.2 D4 nugaros smegeny segmento neurony atsakai j vidurings
kiino dalies kasymosi refleksg. Dalis neurony kasymosi reflekso metu buvo
neaktyviis (A), kiti gaudavo toninius j¢jimus (B), o tre€ia neurony grupé buvo
aktyvuojama ritmiSkai (C). D4 segmento neurony atsaky i tos pacios puses
kasymosi refleksg apibendrinimas (D). A, B ir C nuo virSaus: IN Vm; HF
nervo ENG aktyvumas; stimulas.

Apibendrinant — apie 90% D4 segmento neurony yra aktyvuojami vidurinés
kiino dalies kasymosi reflekso metu. Net apie 50% neurony aktyvuojami
ritmiskai, o neurony aktyvumo ritmiSkumas koreliuoja su HF nervo aktyvumo
ritmiSkumu. Rezultatai parodo, kad motorinio tinklo informacija intensyviai

perduodama j kriitininius nugaros smegeny segmentus.

RitmiSky D4 segmento neurony fazés analizé
Kaip jau minéta dalis D4 segmento neurony (51 i§ 105) buvo aktyvuojami

ritmiSkai vidurinés kiino dalies (ipsilateralinés) kasymosi reflekso metu
(pavyzdys Paveikslo 3.5.3 A dalyje). 34 i§ 51 neurony atitiko fazés analizei

keliamus reikalavimus (ziuréti metodika). Atskiras D4 segmento neuronas
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aktyvus tam tikroje HF fazéje (pavyzdziui neuronas aktyvus fazéje su HF
aktyvumu). Skirtingi D4 segmento neuronai yra aktyvuojami skirtingose HF
fazése (Paveikslo 3.5.3 B dalis). IS paveikslo 3.5.3 B dalies matoma, kad
neuronai aktyvuojami tiek fazéje (Paveikslo 3.5.3 B dalies apacia), tiek ne

fazéje (Paveikslo 3.5.3 B dalies virSus) su HF nervu.

Ao L

D4

e e e
|
| |
e 0] —

‘ ———p7
Shmy MMMMWMWWW V‘)/JWM{LQTT L

D8

D9

| =
Tt el

S2

~—

n=34 , | e—

IPSI HF

Paveikslas 3.5.3 D4 segmento neuronai aktyvuojami ritmiskai ipsilateralinio
kasymosi reflekso metu (A). D4 segmento neurony populiacijos aktyvumo
faziSkumas ipsilateralinio kasymosi reflekso metu pateiktas B dalyje.

Apibendrinant, D4 neuronai aktyvuojami jvairiose Slaunies modulio fazése

kasymosi reflekso metu. Nepastebétas aiSkus dominavimas HF ar HE fazés
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metu. Toks i8plites neurony aktyvumas kasymosi ciklo metu stebimas ir katé¢je

(Berkinblit, Deliagina et al. 1978).

D4 segmento neurony aktyvavimo intensyvumas
D4 neurony membranos potencialas (V) tampa ,triukSmingas® kasymosi

reflekso metu. Tai parodo, kad neuronas gauna posinapsinius j¢jimus. Yra
zinoma, kad intensyvus neurono posinapsinis aktyvavimas padidina jo laiduma
(Alaburda, Russo et al. 2005, Berg, Ditlevsen et al. 2008).

Neurono membranos laidumas ir jo pokyc¢iai buvo stebimi j neurong jleidziant
neigiamos sroveés impulsus (Paveikslas 3.5.5 A). Laidumo pasikeitimas leidZia
jvertinti neurony posinapsinio aktyvavimo stiprumg. Buvo jvertinti D4
segmento neurony (tik ritmiskai aktyviy) laidumo poky¢iai kasymosi refleksy
metu (Paveikslas 3.5.5 A). Palygintas neurony laidumas kasymosi reflekso
metu (pilkas staciakampis) su laidumu ramybéje (baltas stac¢iakampis).
Nustatyta, kad membranos laidumas patikimai padidéjo 47 + 34 % (n=23)

kasymosi reflekso metu.
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e At b HF kontrolé kasymosi
mechaninis stimuliavimas 5s refleksas

Paveikslas 3.5.5 D4 segmento neurony laidumas padidé¢jo vidurinés kiino
dalies kasymosi reflekso metu. Neurono laidumas zenkliai padidéja jsijungus
kasymosi refleksui (A). A nuo virsaus: IN laidumas; IN V,; ileidziamos srovés
impulsai; HF nervo ENG aktyvumas; stimulas. Im¢iy skirtumai statistiskai
reikSmingi su tikimybe p<0,001 (**), n=23.

Laidumo padidéjimas D4 segmento neuronuose kasymosi reflekso metu yra

sulyginamas su laidumo padidéjimu kasymosi reflekso metu strény srities (D9-
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D10) IN (Alaburda, Russo et al. 2005). Tai parodo, kad D4 neuronai yra
aktyvuojami taip pat intensyviai kaip ir neuronai esantys strény srities

iSplatéjime (kur manoma yra iSsidéstes CPG).

D4 segmento neuronu projekcijos
D4 segmento neuronas, kuris buvo ritmiskai aktyvuojamas kasymosi reflekso

metu (Paveikslas 3.5.6 A), buvo uzpildytas biocytin‘u. Po elektrofiziologiniy
eksperimenty nugaros smegeny dalis (D4-D5 segmentai) buvo iSimama ir
atlieckama procediira neurony vaizdinimui (zidiréti metodus). ISilginés smegeny
riekelés viename 1S galy matomas neurono kiinas su besiSakojanciomis
ataugomis — dendritais (Paveikslo 3.5.6 B ir jo padidintas fragmentas Ca
dalyje). Nugaros smegeny riekelése, kuriose néra neurono kiino randami
dendritai, tod¢l yra Zinoma kuriame riekelés gale buvo registruojamas
neuronas. Konfokaliniu mikroskopu buvo aptikta ilga, plona besileidzianti
struktiira — aksonas (Paveikslo 3.5.6 B ir jo padidinti fragmentai Cb ir Cc
dalyse).

IS viso buvo atlikta 14 neurony (kurie ritmiSkai aktyvuojami vidurinés kiino
dalies kasymosi reflekso metu) vizualizacija i§ 5 véZlio nugaros smegeny-Sarvo
preparaty. Buvo aptikti 8 besileidziantys aksonai. Sie rezultatai parodo, kad D4
segmento neuronai ne tik yra aktyvuojami neurony tinklo, kuris generuoja
kasymosi refleksa, bet tie patys neuronai siunc¢ia savo aksonus link neurony

tinklo generuojancio $j kasymosi refleksa.
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Paveikslas 3.5.6 D4 segmento
neuronai projektuojasi link strény
srities  iSplat¢jimo. D4 segmento
neuronas, kuris buvo ritmiskai
aktyvuojamas vidurinés kiino dalies
kasymosi reflekso metu (A) buvo
uzpildytas biocitin‘u. Po neurony
dazymo procediros buvo aptiktas
neurono kiinas (B, Ca) ir
besileidziantis neurono aksonas (B,
Cb, Cc).



4, Rezultaty aptarimas ir diskusija

4.1. Kasymosi refleksas sukeltas mechaniniu ir elektriniu
stimuliavimais
Tiek in vivo, tiek in vitro vézlio preparatuose kasymosi refleksas gali biti

sukeltas mechaniniu (Keifer and Stein 1983, Stein 1983, Stein 2005) ir/arba
elektriniu stimuliavimu (Currie and Stein 1988, Currie and Stein 1990, Currie
and Stein 1992, Currie and Lee 1996). Sherrington‘as savo viename i§ darby
teigia, kad mechaninis stimulas kasymosi reflekso sukélimui yra efektyvesnis,
nei elektriné stimuliacija ir mané, kad tai gali buti dél mechaninio stimulo
natiralumo (Sherrington 1906). Disertacijoje parodoma, kad kasymosi
refleksas sukeltas elektriniu somatosensorinio nervo stimuliavimu kokybiskai
panasus ] kasymosi refleksa sukelta natiiraliu mechaniniu stimuliavimu.
Galima teigti, kad nors kasymosi refleksa sukelti sunkiau stimuliuojant
elektriskai, bet jeigu kasymosi refleksas sukeliamas — jis kokybiskai panasus |

kasymosi refleksg sukelta mechaniniu stimulu.

4.2. CSP ir jo mechanizmai
Yra zinoma, kad zmogaus galiing stimuliuojant skausmo slenkstj virSijan¢iu

stimulu, sukeliamas somatosensorinis tylos periodas (CSP — cutaneous silent
period). Tai galinés raumeny aktyvumo slopinimas po stimulo. Nors CSP
tiriamas jau seniai, jj sukeliantys mechanizmai iki Siol néra zinomi. CSP gali
biti sukeliamas dél MN slopinimo (Inghilleri, Cruccu et al. 1997, Manconi,
Syed et al. 1998), dél zadinanciy jéjimy MN sumazéjimo (Leis, Stetkarova et
al. 1995, Leis, Stetkarova et al. 1996) ar $iy mechanizmy kombinacijos.

Siame darbe buvo tiriami mechanizmai sukeliantys CSP atsakus integruotame
vézlio nugaros smegeny preparate. Parodyta, kad somatosensorinio nervo
elektrinis stimuliavimas sukelia posinapsinius jé¢jimus MN, kurie slopina
esamg motorinj aktyvumg kasymosi reflekso metu. MN membranos laidumas
CSP metu padideja daugiau nei 50% (lyginant su ramybe), o posinapsiniai

j¢jimai slopina MN VP generavimg sukelta ijleidziant depoliarizuojancia
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pastovig srove. Gauti rezultatai parodo, kad posinapsinis MN slopinimas
prisideda prie CSP sukélimo kasymosi reflekso metu. Si iSvada neatmeta
galimybeés, kad Zadinaciy posinapsiniy i¢jimy ;1 MN slopinimas taip pat gali
biti dalis CSP mechanizmo.

Sio tyrimo metodika skyrési nuo tradiciniy CSP tyrimy atlickamy su Zmonémis
dviem aspektais. Pirma — pastovus raumens sutraukimas naudojamas Zmoniy
CSP tyrimuose buvo pakeistas ritmisku kasymosi refleksu. D¢l Sios priezasties
nebuvo galima kontroliuoti motorinio aktyvumo lygio. Nepaisant to, kad
motorinis aktyvumas nebuvo pastovus, CSP mechanizmas buvo stebimas 9 i$
10 analizuoty atvejy (preparaty).

Antra — Zmoniy tyrimuose nustatyta, kad CSP yra maziau iSreikstas (silpnesnis
ir trumpesnis) proksimaliniuose galiiniy raumenyse, nei distaliniuose
(Inghilleri, Cruccu et al. 1997, Leis, Stokic et al. 2000, Serrao, Parisi et al.
2001). Dél sios priezasties dazniausia CSP tiriamas raumenyse valdanciuose
ranky pirStus (Floeter 2003). Disertacijoje parodoma, kad Zenklus CSP
stebimas ir motoriniame nerve valdanc¢iame proksimalinius §launies raumenis
(motorinio nervo pasirinkimas buvo nulemtas metodiniy apribojimy). Sis
metodinis skirtumas gali paaiskinti kodél CSP trukmé pristatyta disertacijoje
yra trumpesné, nei stebima zmoniy tyrimuose (Uncini, Kujirai et al. 1991,
Serrao, Parisi et al. 2001, Floeter 2003). CSP trukmé taip pat galéjo skirtis ir
dél naudojamo nestipraus elektrinio stimuliavimo. CSP yra trumpesnis
naudojant silpnus simulus (Serrao, Parisi et al. 2001).

Disertacijoje CSP latencija nustatyta Zenkliai trumpesné, nei zmoniy tyrimuose
(Shefner and Logigian 1993, Serrao, Parisi et al. 2001, Kofler 2003, Rodi and
Springer 2011). CSP latencija susideda i§ dviejy daliy: periferinés ir centrinés.
Periferiné — tai laikas reikalingas sensoriniam signalui pasiekti nugaros
smegenis periferiniais nervais ir laikas kuris reikalingas atsako signalui
nusklisti motoriniais nervais iki raumens. Centriné — tai informacijos
apdorojimo laikas nugaros smegeny neurony tinkle. Naudota skirtinga
eksperimenty metodika paaiSkina latencijos skirtumus: Siame tyrime motorinio

nervo ENG aktyvumas, bei somatosensorinio nervo stimuliavimas buvo
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atlickamas arti nugaros smegeny (1-2 cm), o tuo tarpu Zmoniy tyrimuose
stimuliuojama ir registruojama galtinés distalinéje dalyje (apie 50 cm). CSP
latencija nustatyta Siame darbe turéty biiti artima centriniai latencija nustatytai
zmoniy tyrimuose. Shefner su kolegomis apskaiciavo centring latencijg, kuri
yra lygi 20 ms (Shefner and Logigian 1993) ir atitinka latencija nustatytg Siame
darbe.

Apibendrinant, darbe pristatyti rezultatai parodo, kad somatosensorinio nervo
stimuliavimas izoliuotame véZlio nugaros smegeny-Sarvo preparate sukelia
CSP atsakus kasymosi reflekso metu. Tas pats somatosensorinis stimulas, kuris
sukelia CSP atsakus kasymosi reflekso metu, sukelia stipry polisinapsiny MN
posinapsinj slopinimg ramybé¢je. Tai patvirtina hipoteze, kad CSP yra

sukeliamas dé¢l MN posinapsinio slopinimo.

4.3. Gradualus kasymosi refleksas — laikiné somatosensoriniy
iéjimy integracija

Siame darbe buvo tiriamas gradualaus neurony tinklo aktyvumo sukélimas
panaudojant izoliuotg vézlio nugaros smegeny-Sarvo preparatg. Yra Zinoma,
kad nugaros smegenys pasizymi sekundziy eilés ,,atmintimi“ (Sherrington
1906, Crowe and Linnartz 1985, Currie and Stein 1988, Currie and Stein 1990)
— informacija apie somatosensorinj j¢jimg nugaros smegenyse iSlieka ilgiau
negu sekunde net ir jei nesukeliamas motorinis atsakas. Siame tyrime nugaros
smegeny neurony tinklo ,,atmintis* patvirtinta — ikislenkstinis somatosensorinis
stimulas, kuris nesukelia motorinio atsako, pateiktas ilgesniais negu 1 sekundé
laiko intervalais sukelia kasymosi refleksg. Tai parodo, kad informacija apie
ikislenkstinj stimulg nugaros smegeny neurony tinkle islieka iki sekancio
ikislenkstinio stimulo.

Elektriskai stimuliuojant atitinkamus recepcinius laukus galima sukelti
gradualy vidurinés (pristatytas Siame darbe ir (Currie and Stein 1988)) ir
priekinés kiino daliy kasymosi refleksus (Currie and Stein 1990). Siame darbe
taip pat parodyta, kad gradualus kasymosi refleksas gali biiti sukeliamas ir

mechaniniu  stimuliavimu. Kadangi S§ie tyrimai atlikti spinalizuotuose
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preparatuose, jie negali biti apibendrinti lokomocijos mechanizmams, kurie

apima ir besileidzianciy trakty aktyvavima.

Motoriniy neurony vidinés savybés laikinés integracijos metu
Sio tyrimo metu nebuvo aptiktas MN vidiniy savybiy nulemianéiy ju

suzadinamumga pakitimas laikinés integracijos metu. MN V,, suzadinamumas
ir Vi, pries stimulg sukeliantj kasymosi refleksg buvo toks pat kaip ir ramybéje.
MN vidiniy savybiy reguliavimas gali biti naudojamas kaip atitinkamy
neurony parinkimas atlikti tam tikras motorines programas (Delgado-Lezama
and Hounsgaard 1999). L-tipo Ca®* kanaly metabotropinis aktyvavimas
padidina vézlio MN suzadinamumg (Perrier, Alaburda et al. 2002). Kasymosi
reflekso metu iSskirtas glutamatas padidina MN suZzadinamuma, aktyvuodamas
L-tipo Ca** kanalus, kuris tesiasi net iki deSim¢iy sekundziy po kasymosi
reflekso pabaigos (Alaburda and Hounsgaard 2003). Toks pat MN
suzadinamumo padidinimas sukeliamas trumpu dorsolateralinio trakto (DLF)
stimuliavimu nugaros smegeny riekelése (Delgado-Lezama, Perrier et al.
1997).

MN moduliacijos nebuvimg laikinés integracijos metu galima paaiskinti tuo,
kad laikinés integracijos metu MN aktyvuojami neintensyviai (MN laidumas
stipriai nesikeiCia), todel ir glutamato iSskiriama mazai. Tuo tarpu MN
laidumas kasymosi reflekso metu zenkliai padidéja (Alaburda, Russo et al.
2005, Berg, Ditlevsen et al. 2008), kas rodo intensyvy MN aktyvavima, bei
didelio glutamato kiekio iSskyrimg. Alternatyvus aiSkinimas: DLF ir
somatosensoriniy aferenty stimuliavimas gali aktyvuoti skirtingas glutamato

sinapses, kurios nevienodai moduliuoja L-tipo Ca®* kanalus.

PrieSmotorinio tinklo aktyvumas laikinés somatosensoriniy jéjimy
integracijos metu
Nustatyta, kad prieSmotoriniy neurony aktyvumas po trumpo stimulo padidéja

ir iSlieka padidéjes iki keletos sekundziy somatosensoriniy jé¢jimy laikinés
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integracijos metu. Tai parodo, kad trumpas stimulas sukelia ilgalaikj
prieSmotoriniy neurony aktyvumo pokytj.

Pastovus ir ilgas neurony aktyvumas po trumpo stimulo yra stebimas daugelyje
centrinés nervy sistemos daliy ir manoma, kad toks neurony aktyvumo
pasikeitimas gali buti darbinés atminties mechanizmas (Major and Tank 2004).
Labiausiai tikétina, kad ilgai trunkancius neurony aktyvumo pokycius po
trumpo stimulo sukelia vidinés neurony bistabilumo savybés (Russo and
Hounsgaard 1994, Bennett, Hultborn et al. 1998, Di Prisco, Pearlstein et al.
2000) arba rekurentinis neurony tinklas (Li, Soffe et al. 2006).

Anksc¢iau parodyta, kad D4 nugaros smegeny segmento neuronai gali j trumpa
stimulg atsakyti ilga VP seka (Currie and Stein 1990). Taip pat Sios VP sekos
gali sumuotis sekundziy eilés laiko skaléje (Currie and Stein 1990). Galima
buty manyti, kad prieSmotorinio tinklo aktyvumas apraSomas disertacijoje yra
biitent Sios grupés neurony aktyvumas po trumpo stimulo.

Viename i§ tyrimy (Currie and Stein 1992) teigiama, kad gradualus kasymosi
reflekso sukélimas, bei ilgai trunkantis neurony aktyvumas — tai nuo NMDA
receptoriy priklausomas mechanizmas. Alternatyvus mechanizmas, galintis
sukelti ilgalaikj aktyvumo padidéjima po trumpo stimulo neuronuose — plato
potencialai. Yra Zinoma, kad vézlio nugaros smegeny IN pasizymi plato
potencialais (Hounsgaard and Kjaerulff 1992, Russo and Hounsgaard 1996).
Taip pat yra zinoma, kad plato potencialus aktyvavus nuo jtampos ir/arba
transmiteriy priklausomu budu (Russo and Hounsgaard 1994, Russo and
Hounsgaard 1996, Russo, Nagy et al. 1997, Perrier, Alaburda et al. 2002), jie
gali laike sumuotis/integruotis. Plato potencialy laikinés sumacijos
charakteristikos atitinka Siame darbe nagrinéjama laiking integracija.

Biitina paZzymeéti, kad sekundziy eilés laikiné integracija biidinga ir WDR
neuronams sukeliantiem skausmo sensitizacija zinduoliuose (Fossat, Sibon et
al. 2007). Siuose neuronuose integracija sukeliama NMDA receptoriams
aktyvavus L-tipo Ca®* kanalus (Fossat, Sibon et al. 2007). Tikétina, kad ir
disertacijoje apraSoma somatosensoriniy j¢jimy laikiné integracija gali biti

sukeliama ty pa¢iy mechanizmy WDR tipo neuronuose.
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Farmakologijos (agonisty ir antagonisty) naudojimas yra viena i§ galimybiy
konkrec¢iam mechanizmui nustatyti. Parodyta, kad APV (NMDA receptoriy
antagonistas) blokuoja gradualy kasymosi reflekso aktyvavimg in vivo (Currie
and Stein 1992) ir in vitro (Currie and Lee 1996). Siy eksperimenty silpnoji
pus¢ yra tai, kad panaudojus NMDA receptoriy antagonistus jie gali tiesiog
sumazinti viso tinklo suZadinamumg, bet ne specifiskai blokuoti aktyvuma
neuronuose su ilgalaikiu atsaku j trumpg stimulg. APV ne tik blokuoja
gradualy kasymosi reflekso sukélimg, bet sumazina kasymosi reflekso atsaka i
intensyvy stimulg (Currie and Stein 1992, Currie and Lee 1996). Tai patvirtina,
kad APV sumazina viso neurony tinklo suZzadinamumg, bet ne blokuoja
laikinés integracijos mechanizma.

Analogiskas eksperimentas buvo atliktas ir Siame darbe. Parodyta, kad
nimodipin‘as blokuoja gradualy kasymosi reflekso sukélimg nekeiCiant
elektrinio stimuliavimo stiprumo. Taciau padidinus stimulo stiprumag — vél
sukeliamas gradualus kasymosi refleksas. Siy rezultaty interpretacija gali biti
dvejopa: arba laikiné integracija vyksta ne dél L-tipo Ca®* kanaly, arba
nimodipin‘as neblokavo visy L-tipo Ca?* kanaly, o like neuzblokuoti kanalai
sugebéjo sukelti gradualy kasymosi reflekso jsijungimg padidinus stimulo
stipruma. Sis pavyzdys parodo, kad nespecifinis kanaly/receptoriy
aktyvavimas/blokavimas  neurony  tinkly  tyrimuose yra  sunkiai
interpretuojamas.

Norint nustatyti tikslius mechanizmus sukelian¢ius prieSmotorinio tinklo
aktyvuma po ikislenkstinio stimulo, butina §iy prieSmotoriniy neurony
vidulastelin¢ registracija. Taciau net ir vidulgsteliné Siy neurony registracija
nepadeéty atsakyti | klausimg ar prieSmotorinio tinklo aktyvumas yra: a) dalis
neurony tinklo mechanizmo, kuris salygoja tam tikro funkcinio motorinio
atsako generavimg | atitinkamg stimulg; b) tiesiog nespecifinis tinklo
suzadinimas, kuris tiesiog nepasiekia slenkscCio ,tikram* kasymosi refleksui
sukelti. Siai hipotezei patvirtinti ar paneigti reikia specifigkai i§jungti L-tipo

Ca?* kanalus ar NMDA receptorius tik tuose neuronuose kurie aktyvuojami
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ikislenkstinio stimulo. Siam tikslui pasiekti puikiai tikty optogenetiniai
metodai, deja, galimybiy tai atlikti $iuo metu dar néra.

ISvadoje galima teigti, kad padidéjes prieSmotorinio neurony tinklo aktyvumas
gali buti somatosensoriniy jéjimy laikinés integracijos mechanizmas. Be to
padid¢jes prieSmotorinio tinklo aktyvumas nepakei¢ia MN suZadinamumo

laikinés integracijos metu.

4.4, Kriutininiy segmenty jtaka vidurinés kiino dalies kasymosi
reflekso generavimui
Sios tyrimo dalies metu nustatyta, kad kritininiai nugaros smegeny segmentai

(D3-D5) aktyviai dalyvauja uzpakaliniy galtiniy judesiy generavime — Siy
segmenty paSalinimas kei¢ia uZpakaliniy galtiniy kasymosi refleksg. Iki Siol
buvo manoma, kad neurony tinklas generuojantis vidurinés kiino dalies
kasymosi refleksg yra iSsidéstes strény srities iSplatéjime (Mortin and Stein
1989). Disertacijoje parodoma, kad kriitininiai segmentai zenkliai prisideda
generuojant vidurinés kiino dalies kasymosi refleksg. PanaSu, kad S$ie
segmentai nevaidina konkretaus vaidmens kasymosi reflekso generavime, o
tiesiog padidina neurony tinklo bendra suzadinamuma. Sie rezultatai leidzia
manyti, kad neurony tinklas generuojantis kasymosi refleksg néra iSsidéstes tik

strény srities iSplatéjime, o gerokai labiau iSplites.

D4 segmento neurony aktyvavimas vidurinés kino dalies kasymosi
reflekso metu

Vidulastelinis D4 segmento neurony registravimas parod¢, kad apie 90%
neurony yra aktyvuojami (gauna posinapsinius j¢jimus) vidurinés kiino dalies
kasymosi reflekso metu. Dar svarbiau, net apie 50% registruoty neurony buvo
aktyvuojami ritmiskai. Sis ritmiskumas koreliuoja su ritmisku motoriniy atsaku
— HF nervo aktyvumu. Be to neurony laidumas zenkliai padidéja kasymosi
reflekso metu, kas parodo intensyvy posinapsinj neurony aktyvavima. Sie

rezultatai leidzia teigti, kad neurony tinklas esantis strény srities iSplatéjime

102



stipriai aktyvuoja kriitininius segmentus — intensyvus kylancios informacijos
perdavimas ] kriitininius nugaros smegeny segmentus.

Tiriant somatosensoriniy j¢jimy apdorojimg izoliuotame D4 nugaros smegeny
segmente, nebuvo aptikta jokio ritmiSkumo neurony atsakuose |
somatosensorinius stimulus (Currie and Stein 1990). Tai parodo, kad ritmiskas
D4 segmento neurony aktyvavimas apraSomas disertacijoje vyksta d¢l to, kad
kiti nugaros smegeny segmentai (labiausia tikétina kad strény srities) aktyvuoja
D4 segmento neuronus. Pats D4 segmentas néra ritmogeniskas.

Ritmisky neurony fazés analizé parodé, kad D4 segmento neurony aktyvumas
i§sibarstes HF nervo aktyvumo atzvilgiu sukeliant vidurinés kiino dalies
kasymosi refleksus. Idomu tai, kad neuronai néra aktyvis tik fazéje ar ne fazéje
su HF, jy aktyvumas tolygiai pasiskirstes viso HF ciklo metu. Panasis
rezultatai gauti tiriant katés interneuronus kasymosi reflekso metu — jy
aktyvumas tolygiai iSsibarstes viso kasymosi reflekso ciklo metu (Berkinblit,
Deliagina et al. 1978).

D4 segmento neurony aksony projekcijos
Besileidzian¢iy D4 segmento neurony, kurie ritmiSkai aktyvuojami kasymosi

reflekso metu, aksony aptikimas leidzia teigti, kad D4 segmento neuronai ne
tik gauna informacijg i§ strény srities iSplatéjimo, bet aktyviai gali dalyvauti
kasymosi reflekso generavime. Kriitininiy segmenty jtaka kasymosi reflekso
generavime patvirtina ir neurony tinklo redukcijos tyrimas — paSalinius
kriitininius segmentus keiciasi kasymosi reflekso generavimas. Siuos rezultatus
galima bity paaiSkinti tuo, kad neurony tinklas, generuojantis kasymosi
refleksa, néra lokalizuotas tik strény srities iSplatéjimo segmentuose, bet yra

iSplites gerokai labiau (bent iki kriitininiy segmenty).

Galimos kritininiy nugaros smegeny segmenty funkcijos
Zmogaus kriitininiuose nugaros smegeny segmentuose yra i§sidéste MN, kurie

inervuoja nugaros raumenis (intrinsic back muscles) (Tortora and Derrickson
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2006). Sie nugaros raumenys tiek Zmogaus, tiek kity gyviny (katés)
lokomocijos metu yra aktyvis ir naudojami pagrindinai kiino pusiausvyrai
palaikyti (Thorstensson, Carlson et al. 1982, Zomlefer, Provencher et al. 1984).
Siuo atveju yra dvi prieZastys neigianéios $ia kriitininiy nugaros smegeny
segmenty funkcijg. Pirma — véZlys neturi nei nugaros raumeny, nei MN
kritininiuose segmentuose (Nieuwenhuys, Donkelaar et al. 1998). Antra,
lokomocijos metu tick Zmogaus (Thorstensson, Carlson et al. 1982), tiek katés
(Zomlefer, Provencher et al. 1984) nugaros raumenys aktyvuojami du kartus
vieno motorinio ciklo metu. Disertacijoje pristatomi kritininiy nugaros
smegeny segmenty neuronai aktyvuojami vieng kartg per cikla.

Pastaraisiais metais daugéja tyrimy, kurie parodo, kad kritininiai nugaros
smegeny segmentai gali biiti svarbiis galiniy judesiy generavime. Pavyzdziui
yra parodyta, kad kriitininiuose segmentuose vykstantis sinapsinis perdavimas
reikalingas tarpgaltininei (priekiniy ir uZpakaliniy galtiniy) koordinacijai ir
komandinés informacijos i$ aukStesniy smegeny centry perdavimui (Cowley,
Zaporozhets et al. 2008, Cowley, Zaporozhets et al. 2010). van den Brand su
kolegomis parodé¢, kad Ziurkéms pazeidus nugaros smegenis ties kriitininiais
segmentais, po reabilitacijos jos sugeba vél vykdyti valingus uZzpakaliniy
galiiniy judesius (van den Brand, Heutschi et al. 2012). Sio atsistatymo po
traumos metu kritininiuose segmentuose vyksta sinapsinis plastiSkumas —
naujy sinapsiy formavimas. Tikétina, kad Sis neurony tinklo reorganizavimas
veda link valingy judesiy atsistatymo. Tariant, kad kriitininiai nugaros
smegeny segmentai yra dalis neurony tinklo valdancio uzpakalines galiines, tai
judesiy  atsistatymas po  kriitininly segmenty pazaidos lengviau
interpretuojamas.

Apibendrinant, disertacijoje pateikti rezultatai rodo, kad nugaros smegeny
neurony tinklas generuojantis ritmiSkus galiiniy judesius néra erdvéje

kompaktiskai lokalizuotas, o iSplites visame nugaros smegeny tinkle.
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ISvados

Elektrinis vézlio somatosensoriniy nervy stimuliavimas sukelia slopinima
motoriniuose atsakuose, kurio laikiniai parametrai atitinka somatosensorinj
tylos periodg aptinkamg ir zmonése;

Motoriniai neuronai yra slopinami somatosensorinio tylos periodo metu;
Laikiné somatosensorinés jéjimy integracija nugaros smegenyse galima ir
be motoriniy neurony suzadinamumo pokycio;

Laikinés integracijos metu padidéja prieSmotoriniy neurony aktyvumas;
Krutininiai nugaros smegeny segmentai dalyvauja vidurinés kiino dalies
kasymosi reflekso generavime — jy pasalinimas sumazina kasymosi reflekso
ritmiSkuma;

Kritininiy segmenty neuronai gauna intensyvius posinapsinius ]&jimus
vidurinés kiino dalies kasymosi reflekso metu ir dalis §iy neurony savo

aksonus siuncia atgal link strény srities iSplatéjimo.
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Esu déekingas kolegoms 1§ neurobiologijos ir biofizikos katedros uz patarimus
mokslingje srityje, $iltg darbo aplinka, gerg nuotaikg ir palaikymga. Taip pat esu
dékingas Kopenhagos universiteto neuronal signalling kolektyvui uz S$iltg

priémimg stazuoCiy metu, naudingus patarimus ir draugiSkuma.

Dékoju Lietuvos mokslo tarybai uz finansing paramg vykstant i staZzuotes ir

konferencijas.

Ir galiausiai nuoS$irdziai dékoju savo Seimai ir draugams uz nuolatinj palaikyma

ir supratinguma.
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